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Synthese eines schwefelhaltigen Tetrasaccharides. 
Vou 


Fritz Wrede. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit Tiibingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 38, September 1919.) 


Als in der Natur vorkommendes Tetrasaccharid ist bisher 
nur die Stachyose mit Sicherheit gekennzeichnet, die in kri- 
stallisierter Form aus einigen Pflanzen dargestellt wurde. Sie 
liefert bei der Hydrolyse Fructose, Glucose und 2 Molekiile 
Galactose’). 

Versuche zur Synthese von Tetrasacchariden hatten kein 
befriedigendes Ergebnis. Beim Einwirken von Silbercarbonat 
auf 6-Acetobromglucose war die Bildung eines kristallisierten 
Acetylderivates des Disaccharids Isotrehalose beobachtet wor- 
den”). Eine entsprechende Reaktion bei Acetobromverbindungen 
der Disaccharide fiihrte zu wenig erfreulichen Produkten‘). 
Die Acetylderivate der vermutlichen Tetrasaccharide kristalli- 
sierten nicht, ebensowenig wie die ihnen zu Grunde liegenden 
Zucker selbst. Es lief} sich beweisen, dafi etwa der dritte 
Teil des ,Tetrasaccharids‘ Reduktionsvermégen besitzt, also 
jedenfalls nicht das gewiinschte Tetrasaccharid, sondern wohl 
das urspriingliche Disaccharid darstellt. Trotz dieser Ver- 
unreinigung ergaben Molekulargewichtsbestimmungen der Ace- 
tylkérper 2—3mal zu hohe Werte fiir das Molekulargewicht. 


1) y. Planta und Schulze, Ber. Bd, 23, S. 1692; Ber. Bd. 24, 
S. 2705. Schulze, Ber. Bd. 43, 8, 2230. Tanret, Compt. rend. Bd. 134, 
S. 1586; Compt. rend. Bd. 136, S. 1569; Bull. Soc. Chem, Bd. 27, S. 947. 

*) Fischer und Delbriick, Ber. Bd. 42, S. 2776. 

5) E. Fischer und H. Fischer, ber. Bd. 43, 8. 2521. E. Fischer 
und G. Zemplén, Ber. Bd. 43, S. 2536. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CVIII. 9 
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Die synthetischen Tetrasaccharide sind nach E. Fischers 
eigener Ansicht') ,ein Gemisch von einem hochmolekularen, 
nicht reduzierenden Kohlehydrat mit etwa 25—30°/, Disac- 
charid oder einem Kérper, der leicht in Disaccharid iibergeht*. 


Die Synthese eines wohlkristallisierten Disaccharides, dessen 
Acetylderivat ahnlich wie bei der Isotrehalose Fischers aus 
3-Acetobromglucose und Kaliumsulfid sich bildet?), wobei also 
die Verbindung der beiden Glucosemolekiile durch eine Schwefel- 
briicke hergestellt wird, legte den Gedanken nahe, auf diesem 
Wege Tetrasaccharide darzustellen. Die Reaktion zwischen 
Acetobromeellose und Kaliumsulfid in alkoholischer Liésung 
trat ohne weiteres ein unter Bildung des gewiinschten Tetra- 
decaacetyl-Thiotetrasaccharids, das noch weit grifere Kri- 
stallisationsneigung zeigt als das friiher beschriebene Octacetat 
der Thioisotrehalose, was bei dem betrichtlich hohen Mole- 
kulargewicht von 1271 bemerkenswert ist. 


2 C,H, 0, (CH, CO), - C,H, 0, (CH, CO), Br +- K,S 
= U,H,0,(CH;CO), - C,H; 0; (CH; CO), 
S + 2 KBr. 
C,H, 0, (CH, CO), - C,H, O, (CH, CO), 


Nach Abspalten der Acetylgruppen mit methylalkoholi- 
schem Ammoniak wurde das Thiotetrasaccharid selbst erhalten, 
das bisher noch nicht kristallisierte, obwohl es annihernd 
analysenrein war. Eine Reduktionswirkung lief sich nicht 
feststellen, bei langerem Kochen mit Fehlingscher Lésung 
fand Schwarzung unter Bildung von Schwefelkupfer statt. 
Dagegen trat lebhafte Reduktion ohne Schwiirzung nach kurzem 
Kochen mit Sauren ein. Das Tetrasaccharid wird offenbar 
bei gelinder Saiurehydrolyse nur an den Sauerstoffbriicken ge- 
spalten, so daf} 2 Molektile freie Glucose und ein nichtredu- 
zierendes Thiodisaccharid entsteht®). 


1) E. Fischer, Ber. Bd. 48, 8. 2534. 

*) Schneider und Wrede, Ber. Bd. 50, S. 793. 

5) Diese Reaktion wird von mir weiter untersucht, ebenso wie die 
Einwirkung von Fermenten auf das Tetrasaccharid. 
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Ebenso wie simtliche bisher aus Acetobromzuckern ge- 
wonnenen Disaccharide dreht das neue Tetrasaccharid die 
Ebene des polarisierten Lichtes nach links, wihrend EK. Fischer 
bei seinen synthetischen Tetrasacchariden eine Rechtsdrehung 
fand. Dies spricht mit grofier Wahrscheinlichkeit dafiir, dab 
zum mindesten eine grofie Menge rechtsdrehender Verun- 
reinigungen in seinen Praparaten enthalten war. 


Experimenteller Teil. 
Tetradecaacetat des Dicellosylsulfids. 


Das Celloseacetat wird zweckmafiig hergestellt nach der 
Vorschrift von Maquenne und Goodwin’). Es schmilzt bei 
225° (unkorr.)*). Acetobromcellose wird nach der Vorschrift 
EK. Fischers gewonnen’). 

0,8 g blankes Kaliummetall werden in 50 ccm 98-proz. Alko- 
hol gelést, die Lésung halbiert und die eine Halfte mit trockenem 
Schwefelwasserstoff gesittigt. Die durch Vermischen der 
beiden Halften gebildete alkoholische Kaliumsulfidlésung wird 
zum Sieden gebracht und mit 14 g feingepulverter Acetobrom- 
cellose versetzt, die nach kurzem Kochen in Lésung geht. 
Beim Abkiihlen kristallisiert das Tetradecaacetat des Thio- 
tetrasaccharids in feinen Nadeln aus. Es wird abgesaugt, 
mit kaltem Alkohol, dann mit Wasser zur Entfernung des 
Kaliumbromids gewaschen und aus heifjem Alkohol umkri- 
stallisiert. Die Verbindung ist dann rein. Ausbeute 5 g, d. h. 
ca. 30°/, der Theorie. 

Der Ké6rper schmilzt scharf bei 262° (unkorr.). Er lést 
sich leicht in Chloroform und in warmem Kssigester, schwer 
in Benzol. In heifiem Alkohol ist er wenig, in kaltem Alkohol 
fast unléslich, ebenso in Wasser. Durch Kochen mit Siuren 
wird er nicht merklich veraindert, durch kochende Laugen 
entsteht langsam Schwefelwasserstoff. 


‘) Chem. Centralblatt 1914, I], S. 644. 

*) Der Schmelzpunkt wird meist zu 228° angegeben, ohne daB die 
Korrektur erwahnt wird. 
*) Ber. Bd. 43, S. 2536. 
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0,1525 g Subst.: 0,2740 g CO, + 0,0782 g H,O; 157,88 mg Subst.: 25,50 mg 
BaSO,; 0,1797 g Subst.: 0,0332 g BaSO,. 


C H s 
C,H,)0;,8 (1271) Ber. 49,09 5,59 5,52 
Gef. 49,00 5,73 5,22, 5,54 


Molekulargewichtsbestimmung. 0,2080 g Subst. 
geben in 7,32 g Nitrobenzol eine Erniedrigung des Gefrier- 
punktes von 0,156°; 0,0962 g Subst. geben in 8,20 g Nitro- 
benzol eine Erniedrigung von 0,063°. 

M.G. Ber. 1271 Gef. 1298; 1317. 

Bestimmung der Acetylgruppen. 0,3000 g Subst. 
werden mit etwas Alkohol befeuchtet und mit 20 ccm n-Na- 
tronlauge bei Zimmertemperatur unter zeitweiligem Um- 
schwenken bis zur Lésung behandelt (4 Tage). Zur Neutrali- 
sation sind dann 16,8 ccm n-Schwefelsiure nétig. Zur Bin- 
dung der Acetylgruppen waren somit 3,2 ccm Lauge gebraucht. 
Diese entsprechen 0,1920 g Essigsiiure. Fiir 14 Acetylgruppen 
berechnen sich 0,1983 g EHssigsiure. 

Optisches Verhalten. I. 0,2873 g Subst. in Chloro- 
form gelést zu 5 ccm zeigen im 2dm-Rohr « = — 4,18". 
IT. 0,2163 g Subst. in Chloroform zu 5 ccm gelést zeigen im 
2dm-Rohr a = —3,09°; al8 = — 36,38°; ab = — 35,72 °. 

Dicellosylsulfid. 


2 g des Acetylderivates werden in 20 ccm wasserfreiem 
Methylalkohol bei 0° mit Ammoniakgas gesittigt. Die Lésung 
erfolgt in ca. 6 Stunden. Nach weiteren 2 Stunden wird im 
Vakuum verdampft und der Riickstand in heifiem 90-proz. 
Alkohol aufgenommen. Beim Abkiihlen fallt das Tetrasaccharid 
als weifes Pulver aus. Durch Zusatz von trockenem Ather 
wird der Zucker vdllig ausgeschieden. Beim Versuch, ihn 
aus warmem Alkohol umzukristallisieren, wurde bisher nur 
ein weifes Pulver erhalten, das mikroskopisch keine Kristall- 
struktur erkennen lief. Es ist wahrscheinlich, dab die Kri- 
stallisation gelegentlich gelingt. 

Das Tetrasaccharid ist an der Luft kaum hygroskopisch, 
lést sich leicht in Wasser, maBig in warmem 90-proz. Al- 
koho!, dagegen kaum in heiBbem absolutem Alkohol. Beim 
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Abkiihlen der alkoholischen Lésungen fiallt es bei geniigender 
Konzentration wieder aus. Es sintert bei ca. 80°, schiumt 
bei ca. 100° auf und bleibt dann sirupés. Der Geschmack 
ist sehr schwach siif. Fehlingsche Lésung wird beim Kochen 
nicht reduziert. Wird der Zucker jedoch kurze Zeit mit Salz- 
siiure gekocht, so erfolgt starke Reduktion, ohne daf Schwarz- 
firbung durch Kupfersulfidbildung eintritt. Beim laingeren 
Kochen mit alkalischer Bleilésung wird Schwefelblei gebildet. 
-— Zur Analyse wird bei 100° im Vakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet. 
0,1676 g Subst.: 0,2558 g CO, + 0,1012 g H,O; 33,36 mg Subst.: 10,55 mg 
BaSQ,. 
C H S 
C,,H,.0.,8 (682) Ber. 42,23 6,20 4,70 
Gef. 41,63 6,74 4,35. 

Optisches Verhalten. °0,1138 g Subst. in Wasser zu 
5 cem gelést zeigen im 2dm-Rohr «2 = — 2,20°; a3} = — 48,33. 

teacetylierung des Tetrasaccharides. 0,3 g Tetra- 
saccharid werden mit ca. 5 g Essigsiureanhydrid und etwas 
Natriumacetat zum Kochen erhitzt und auf dem Wasserbade 
2 Stunden auf 100° erwirmt. Es wird mit Wasser versetzt 
und der Riickstand aus Alkohol umkristallisiert. Die Kristalle 
zeigen das Aussehen und den Schmelzpunkt des Tetradeca- 
acetats. 

Kaliumsalz des Dicellosylsulfids. Man gewinnt es durch 
Versetzen der Liésung des Acetylderivates in heifiem Alkohol 
mit wif rig-alkoholischer Kalilauge im Uberschu8. Es fillt 
ein amorphes weilies Pulver aus. Schmelzpunkt zwischen 170 
und 180°. Im Exsikkator vorgetrocknet verliert es bei 100° 
iiber Phosphorpentoxyd im Vakuum noch ca. 4 Molekiile Wasser. 
Ks enthilt 2 Kaliumatome im Molekiil. 

84,555 mg Subst. verlieren bei 100° im Vakuum 7,000 mg H,0O. 
84,555 mg Subst.: 16,958 mg K,SO, 

HO K 
C,,H,)0..SK, + 4 H,O (880) Ber. 8,67 9,42 
Gef. 8,28 9,01. 
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Uber die Wachstumsgeschwindigkeit der Milchsiurebakterien 
bei verschiedenen H-Konzentrationen. 


Von 


Olof Svanberg. 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25. August 1919.) 


Inhaltsiibersicht: 
A. Einleitung 8. 120. — B. Methodisches 8, 122. — C. Versuche 

S. 124. I. Streptococcus lactis (Bact. lactis acidi) 8. 124. II. Bae- 
terium casei (Laktobazillen der, Milch) 8. 188. III. Bacterium Del- 
briicki (Laktobazillen der Brennerei) S. 140. — Zusammenfassung 8. 143. 


A. Einleitung. 


Wiahrend die Temperaturbedingungen und die EKrnihrungs- 
verhaltnisse der Bakterien und Hefen in bezug auf Kohlen- 
und Stickstoffquellen, Sauerstoffbediirfnis usw. in praktischer 
Hinsicht fiir die meisten Arten und Stiimme ziemlich genau 
ermittelt worden sind und im allgemeinen als bekannt gelten 
diirfen, sind wir iiber die Aciditiaitsbedingungen selbst der in 
enzymchemischer Hinsicht interessantesten Mikroorganismen 
noch ziemlich schlecht orientiert. Die py-Bedingungen der 
einzelnen Enzyme bzw. Enzymwirkungen sind dagegen wib- 
rend des letzten Jahrzehnts — seit den zuerst publizierten 
Arbeiten Sérensens auf diesem Gebiet der Enzymforschung 
— ein Gegenstand fiir eifriges Arbeiten gewesen. 

Gerade um ein erfolgreiches Studium der Enzymwirkungen 
bzw. Anpassungserscheinungen bei lebenden Mikroorganismen 
zu ermdglichen, scheint es aber sehr wiinschenswert, die phy- 
sikalisch-chemischen Bedingungen méglichst vollstandig tiber- 
blicken zu kénnen, bei denen eine gefundene Enzymverinderung 
mit einer Neubildung von Protoplasma verkniipft sein kann. 

In den bakteriologischen Hand- und Lehrbiichern wird 
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im allgemeinen in richtiger Weise betont, dafi die Mikro- 
organismen fiir ihren Zuwachs wie die Titigkeit der Enzyme 
in hohem Grade von der Reaktion des Nihrbodens abhangig 
sind, ,dafi} aber die Bakterien eine neutrale oder schwach 
alkalische Reaktion bevorzugen‘. Nach unseren Kenntnissen 
von der Reaktion der Kérperfliissigkeiten diirfte dies wohl 
auch bei den allermeisten Vertretern der pathogenen Bakterio- 
logie zutreffend sein. Was aber z. B. die in landwirtschaft- 
licher Hinsicht bedeutungsvollen echten Milchsiurebakterien 
betrifft, habe ich schon zeigen kénnen')*), wie schlecht sich diese 
in die obenerwihnte Verallgemeinerung einordnen lassen, da 
z. B. das Bacterium casei ¢ — von Freudenreichs stark 
milchsiureproduzierender Kiasereifungsbakterie — auf saure 
Reaktion (px <. 7,1) des Nihrbodens unbedingt angewiesen 
ist. Bei diesem Bakterium ist also irgend eine , Alkalitoleranz ‘ 
gar nicht vorhanden, soweit man diese Eigenschaft durch die 
H- und OH-Konzentrationen, nicht durch die einem beliebigen 
Nihrboden zugesetzten Alkalimengen definiert. 

Ferner findet man hiaufig die Ansicht vertreten, dal die 
Wirksamkeit der Milch- und Essigsiurebakterien bei saurer 
Reaktion nur eine fortgesetzte, rein enzymatische Spaltungs- 
arbeit sei. Diese Ansicht kann ich dahin berichtigen, dafi 
sowohl Streptococcus lactis als Bacterium casei in mit 
HCl, H,SO, oder H,PO, angesiuerten Milchproben noch bei 
der Aciditit py = 3,5 vermehrungsfihig sind. 

Das Ziel der hier mitgeteilten Versuche ist die Ermitt- 
lung der optimalen py-Bedingungen fiir das Wachstum ver- 
schiedener Stiimme der echten Milchsiurebakterien. 

Ich will dabei bei dieser Gelegenheit besonders kraftig 
betonen, daf} die Bedingungen des Wachstums und der cha- 
rakteristischen Enzymwirkungen bei Mikroorganismen unter 
sich ziemlich verschieden sein kénnen. So liegt fiir die Kultur- 
hefen die optimale Wachstumsgeschwindigkeit bei py = 5; bei 
pu = 7 erfolgt das Aussprossen nur noch sehr langsam, wah- 





1) O. Svanberg, Akad. Abhandlung., Stockholms Hégskola 1918. 
*) O. Svanberg, Medd. Kgl. Vet.-Akad. Nobelinst, Arrhenius-Fest- 
schrift Bd. 5, No. 2 (1919), und Zeitschr. techn, Biol. Bd. 7 (1919). 


a . 
abe i le RE crn nein Fae are 
seme 


is 
= RUT hk Se PEN AAR erp ON 


a 
ena 








= T= 


See 


See 








122 Olof Svanberg, 


rend die Glukosespaltung, durch Zuckeranalysen bestimmt, bei 
diesen beiden Acidititen angenihert gleich schnell verlauft 
und noch bei py = 8, wo ein Aussprossen der Zellen voll- 
kommen ausbleibt, mit etwa 80 °/, der Geschwindigkeit bei 
po = 5 sich vollzieht’). Bei einem Versuch iiber alkalische 
Milchsiuregirung durch Bact. casei ¢, dasselbe, das schon bei 
pa= 7,1 entwicklungsunfaihig wird, ergab sich noch bei Phenol- 
phtaleinalkalinitét eine nicht unbetrichtliche Siurebildung, 
welche wie die alkalische Hefegiirung von zugesetztem Phos- 
phat verzégert wurde’). 


B. Methodisches. 


Samtliche Saurebildungs- und Wachstumsversuche in dieser 
Arbeit wurden in 50 ccm fassenden Erlenmeyerkdélbchen 
ausgefiihrt, die mit 30 ccm Substrat beschickt und mit Watte- 
stopfen bakteriendicht verschlossen, durch halbstiindiges Kochen 
in Wasserdampf an zwei aneinander folgenden Tagen sterilisiert 
worden waren. Die Magermilch wurde in frischem Zustand 
(pH = 6,5) aus dem Laboratorium der Milchzentrale zu Stock- 
holm bezogen. Beim Herstellen der Molken wurde sie mit 
HCl (zu 11 Milch 10 com 4-n HCl gibt etwa py = 4,6, das 
Fallungsoptium des Caseins) '/, Stunde mit Wasserdampf ge- 
kocht, durch Watte filtriert, sodann mit 2-n NaOH gegen 
Lackmus schwach alkalisch gemacht, nochmals gewirmt und 
von ausgeschiedenem Ca-Phosphat klar filtriert. Besonders ist 
hervorzuheben, dafi mit Milchsiure und vor allem mit Kssig- 
siure hergestellte Molke wegen der spezifischen Giftigkeit 
dieser Sdéuren, namentlich gegeniiber Streptococcus lactis, bei 
Versuchen dieser Art nicht zu gebrauchen ist*). Aus den- 





*) H.v. Euler und O.Svanberg, DieseZeitschr. Bd. 105, 8. 187 (1919). 
*) H.v. Euler und O.Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 100, 8. 148 (1917). 
%) Als Hemmungswerte der verschiedenen Séiuren bei dem Wachstum 
von Streptococcus lactis in Milch wurde gefunden fir 

Salzsiure PH = 3,4 

Schwefelsiure py = 3,4 

Phosphorsiiure py = 3,5 

Milchsiure pH = 4,7 

Essigsiure PH = 5,1 (Svanberg, loc. cit.) 
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selben Griinden ist es unzulassig, Milchsiure-Laktat oder 
Essigsdiure-Acetat-Mischungen als Regulatoren bei den Zu- 
wachsversuchen anzuwenden. 

Die Titrationsacidititen wurden durch Titrieren mit einer 
0,204-n NaOH gegen Phenolphtalein ermittelt und sind in 
der Anzahl Kubikzentimeter 0,1l-n NaOH auf 100 ccm Sub- 
strat (Thérners Skala) umgerechnet. Die p,-Bestimmungen 
sind elektrometrisch nach der Gaskettenmethode ausgefiihrt 
worden, 

Bei den Zuwachsversuchen wurden als Regulatoren Ge- 
mische von KH,PO, und Na,HPO, (+ 12 H,O) angewandt. 
Von beiden Salzen wurden 0,36-molare Lésungen vorritig ge- 
halten. Zu 15 cem der mit dem 50 ccm fassenden Kolben 
einmal gekochten, als Nihrsubstrat verwendeten Fliissigkeit 
(Molke, Wiirze) wurden zusammen 15 ccm der Phosphatlésungen 
zugesetzt und die Mischung aufs neue sterilisiert. Da die 
Pufferwirkung der Nihrsubstrate ziemlich unbestimmt ist und 
mir die wohldefinierten, nach Sérensens Vorschriften pri- 
parierten Phosphate nicht in geniigender Menge zugiinglich 
waren, wurden die py-Werte fiir jede Versuchsreihe besonders 
bestimmt, und zwar wurden zuerst py-Bestimmungen sowohl 
im Anfang an Parallelproben, da die Versuchskolben még- 
lichst steril zu halten waren — als zu Ende jeder Versuchs- 
reihe ausgefiihrt. Da ich aber die Verhiltnisse bei gleich- 
maffigem Arbeiten geniigend reproduzierbar fand und die py- 
Werte auch in den Kélbchen, wo das Wachstum am lebhaf- 
testen stattgefunden hatte, bei kurzen Versuchszeiten sich nur 
ziemlich unbedeutend nach der sauren Seite hin verschoben 
hatten, wurden sie bei den spiteren Versuchen nur am Ende 
der Versuchszeit elektrometrisch kontrolliert. Die Impfung 
der Kolben mit 0,1 ccm der Reinkultur wurde durch jede 
ganze Versuchsreihe mit derselben Pipette méglichst gleich- 
miffiig ausgefiihrt. Danach wurden sie gut geschiittelt und 
so lange bei der angegebenen Temperatur gehalten, als notwendig 
war, um bequem zu ziihlende, nicht zu grofje Ernten zu er- 
halten. Bricht man die Versuche bei einem Zeitpunkt ab, wo 
sich nur einige Millionen Bakterien pro Kubikzentimeter aus- 
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gebildet haben, so findet man nach der Erfahrung’)*) auch 
die Saéurebildung sehr gering, was ja fiir diese Versuche be- 
sonders wiinschenswert ist. 

Um die Zellenzahlen zu ermitteln, habe ich mich der 
Methode des direkten Zihlens unter dem Mikroskop mit Im- 
mersion (Leitz 1:12) und einem gegen eine Objektskala ge- 
aichten Mikrometerokular bedient*). Die von Winterberg‘) 
zuerst angewandte, von Viehofer’) sowie Aumann®) ver- 
besserte Methode, Bakterien in feuchtem Zustand in Blut- 
kérperzihlkammer wie Hefezellen zu ziahlen, scheitert hier 
wegen der Kleinzelligkeit der echten Milchsiurebakterien, die 
eine mikroskopische Zihlung ohne Immersionsobjektiv kaum 
zulifit, méglicherweise mit einer Ausnahme fiir die kraftigsten 
Staébchen. Die Plattenmethode ist bei Versuchsreihen dieser 
Art, wo es vor allem darauf ankommt, méglichst vergleich- 
bare Resultate zu erhalten, aus dem Grunde vdllig ungeeignet, 
weil die verschiedenen Stiimme der Bakterien bei verschiedenen 
Aciditiiten ganz andere Neigung haben, kiirzere oder lingere 
Zellketten auszubilden, Umstiinde, die die Gréfenordnungen 
der mit dieser Methode erhiltlichen Resultate beeinflussen 
k6nnen. 

C. Versuche. 
I. Streptococcus lactis (Bact. lactis acidi). 


Stamm I. Dieser Stamm wurde in dem bakteriologischen 
Laboratorium der Zentralanstalt fiir landwirtschaftliches Ver- 
suchswesen (Experimentalfiltet bei Stockholm) in der gewéhn- 
lichen Weise durch Uberimpfen aus geronnener Milch in sterile 
Milch und Verdiinnung auf Agar erhalten. Bei 24° vorwiegend 
Diplokocken, Milch koaguliert bei 24° innerhalb 1'/, Tagen und 
wird relativ kraftig gesiuert (Tab. I). 


*) O. Rahn, Zentralblatt fiir Bakt. (II) Bd. 32, 8. 375. 

*) E. Haglund, Medd. Nr. 162 fr. Centralanst. fir férs.-viis. pa 
jordbr.-omr. (1918). 

5) O. Skar, Milchwirtschaftl. Zentralblatt Bd. 41, 8.454 (1912). 

*) Winterberg, Zeitschr. fir Hygiene Bd. 29, S. 75 (1889). 

5) Viehofer, Zentralblatt fiir Bakt. (II) Bd. 39, S. 290 (1913). 

°) Aumann, Zentralblatt fiir Bakt. (II) Bd. 33, S. 626 (1912) und 
Bd. 21, 8. 307 (1911). 
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if 
ch Tabelle I. i 
ai Siiuerung von Stamm | in Milch bei 24°. 6 Kolben wurden mit der Rein- FF 
kultur geimpft und von Tag: zu Tag ein Kolben herausgenommen und q 
er untersucht. i 
‘ Tage Titrationsaciditit FE 
4a nach [mpfen PH (° Th.) 4 
4) a 
) 
r- 0 6,3, 17 | 
bi 2 4,02 105 
" 3 3,88 115 
7, 4 3,91 116 
5 3,95 118 
mn 6 3,93 118 
n 
r Das von Boas und Leberle’) bei Hefen und Schimmel- 
. pilzen beobachtete Abnehmen des Siiuregrades laf t sich also 
. bei diesen Bakterien nicht nachweisen. 
2 Kinflufs der Verdiinnung des Substrates und Einfluf} des 
3 Phosphats: Verdiinnt man die Milch bis zum doppelten Vo- 
1 lumen oder mehr mit Wasser, so wachsen die Bakterien nach 
Impfung ebenso schnell wie in reiner Milch und rufen in fiinf 


Tagen fast etwas gréfere H-Konzentrationen in den gréferen 
Verdiinnungen hervor (Tab. II). 


Tabelle II. 


Siuerung von Stamm I in verdiinnter Milch bei 24°. In jedem Kolben 
15 ecm Milch + steigende Mengen Wasser. 








2 Tage nach der Impfung 5 Tage nach der Impfung 
Wasser , | ee fer a 2 
' _Milchsiure : 100 ' Milchsaure : 100 
we PH | ° Th. |in 15 ccm Milch Po | ° Th. in 15 ccm Milch 














0 4,08 102 | 153 3,95 | 118 | 177 
5 413 | 73 146 3.98 90 180 
7,5 14,10 | 63 | 142 3,92 | 84 18 
10 4,11 | 57 | 142 8,88 | 75 | 188 
15 4,03 | 50 — 150 3,85 | 64,5! 193 
20 4,08 | 44 — 154 8,83 59 | 206 
1) F. Boas und H. Leberle, Biochem. Zeitschr. Bd.90, H. 1—2 (1918). 
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Die einem bestimmten py-Wert entsprechenden Titrations- 
aciditiiten (°Th.) sind in den mit Wasser verdiinnten Proben 
wegen der geringeren Pufferwirkung entsprechend kleiner und 
zwar, wie zu erwarten, der Verdiinnung recht nahe proportional. 

Dieser Effekt wird von Ch. Richet?!)*) wegen mangelnder 
Beriicksichtigung der aktuellen Acidititsverhiltnisse in etwas 
abweichender Weise gedeutet. Richet schreibt einleitungs- 
weise: ,Pour apprécier rapidement et exactement les influences 
qui peuvent modifier l’activité cellulaire, le ferment lactique 
est évidemment l’organisme de choix. En effet il est évident 
que le degré de l’acidité de la liqueur si facile & mesurer, 
mesure le degré d’activité (ou de la vitalité) du ferment.“ Dem- 
nach liegt es ja nahe, die fallenden Titrationswerte, wie Ri- 
chet es tut, als eine Hungererscheinung der Bakterien zu 
deuten. DaB Richet ferner durch fleifiges Uberimpfen keine 
,Anpassung der Bakterien an den Hunger“ erreichen konnte, 
war wohl auch durchaus zu erwarten, ist aber von dem Ge- 
sichtspunkt aus wertvoll, dafi er damit einen Beitrag liefert 
zur Konstanz der Leistungsfaihigkeit eines Bakterienstammes. 


Tabelle III. 

Sduerung von Stamm I in Milch + Phosphatlisung. In jedem Kolben 
15 ccm Milch + steigende Mengen einer 0,36-molaren Phosphatmischung 
von py = 6,1. 











2 Tage nach der Impfung 

PH | ° Th. 
0 ccm Phospaht 4,08 102 
S35 . (0,09 Mol. 1.) 4,12 | 162 
(age ; Ome . «lJ 4,28 | 206 
10 , . GM « «fl 4,33 | 229 
1b, r enw . J 4,38 | 287 
20 , ; we. we 4,45 | 2058 


1) Ch. Richet, Compt. rend. Bd. 158, 8.767 (1914). Chem. Centr. 1914, 
1b, 8S. 1597. 

*) Ch. Richet, Compt. rend. Bd. 158, S. 1749 (1914). Chem. Centr. 1914, 
2A, S. 417. 
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Phosphatlésung zur Konzentration 0,20-mol. der Milch zu- 
gesetzt scheint keine erhebliche Giftwirkung auf das Wachs- 
tum von Streptococcus lactis auszuiiben (Tab. III). In einer 
vorhergehenden Mitteilung') wurde eine recht erhebliche Hem- 
mung bei einer Totalkonzentration von 0,36 g-mol. Na-Phosphat 
pro Liter beobachtet (bei py = 5 war die Hemmung vollstiindig, 
was sich aber daraus erklirt, dafi die Molke, worin diese Ver- 
suche ausgefiihrt wurden, aus Milch durch Fallen mit Milch- 
siiure dargestellt worden war; vgl. oben). 


Die Séurebildung der Bakterien bei Phosphatzusatz — 
durch Titration gemessen — wird durch die erhebliche Puffer- 
wirkung des Phosphates weit gesteigert, was leicht ein akti- 
vierender EHinfluf} auf die Milchsaiuregiirnng ahnlich den von 
Harden und Young fiir die zellfreie alkoholische Girung 
festgestellte Wirkung vortiuscht*)*). Beriicksichtigt man aber 
die py-Werte, so kommt man zu einem Resultat, das geradezu 
in der entgegengesetzten Richtung geht. Hier tritt naimlich 
wieder die Erscheinung zutage, dali bei gréberer Anhiufung 
von organischen Siuren oder deren Salzen die Saurebildung 
durch Mikroorganismen bei immer héheren py-Werten stehen 
bleibt. Ein solcher Effekt ist von Wolf und Harries‘) und 
Wolf und Telfer®) bei Bacillus perfringens und Bacillus 
sporogenes, von van Dam‘) sowie neulich von Wyeth’) bei 
Bact. coli commune, vom Verf.*) bei Streptococcus lactis 
und Bact. casei ¢ festgestellt worden und wird von van Dam‘) 
nach Studien an Streptococcus lactis mit grofer Wahrschein- 
lichkeit dahin gedeutet, dafi die undissoziierten Molekiile der 


1) H. Euler und O. Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 102, 8. 176 
(1918). 

°) H. Euler und O. Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 100, S. 148 
(1917). 

8) Ch. Richet, Compt. rend. Bd, 158, 8. 767 (1914). 

*) Wolf und Harries, Biochem. Journ. Bd. 11, S. 213 (1917). 

5) Wolf und Telfer, Biochem. Journ. Bd. 11, S. 197 (1917). 

6) W. van Dam, Biochem. Zeitschr. Bd. 87, S. 107 (1918). 

”) Wyeth, Biochem. Journ. Bd. 12, 8.382 (1918); Bd. 13, S.10 (1919). 

8) O. Svanberg, Akad. Abh., Stockholm 1918. 
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organischen Saéure von hemmendem Einfluf} sind. Diese Er- 
klirungsweise steht auch mit unseren Erfahrungen von der 
Giftwirkung der Salicylsiure auf die alkoholische Garung im 
Einklang, welche nur bei saurer, nicht aber bei schwach al- 


kalischer Reaktion eintritt). 


aus zulissig, die Wachstumsversuche bei verschiedenen py bei 
einer Totalkonzentration der Phosphate von 0,18-g mol. pro 





Nach dem oben erwihnten Versuch scheint es also durch- 





Liter auszufiihren. 


Zuwachsversuche. ‘ 


Tabelle IV. 


Wachstum von Stamm I in Milch-Phosphatlisung (0,18-mol.). 
18 Stunden bei 24°. 





























. . _., | Zellenzahi | Relative — 
Nr. Anfangs- SchlieBl. Mittel- pro com siiesiataclie 
PH PH PH =e keit 
1 4,85 4.6 4,7 90 000 000 75 
2 6,10 5,95 6,0 120 000 000 100 
8 6,80 6,70 6,75 1 200 000 1 
4 7,45 7,40 7,4 100 000 0 
Tabelle V. 
Wachstum von Stamm I in Milch-Phosphatlésung. 
22 Stunden bei 24°. 
_ Anfangs- SchliefI. Mittel- Zellenzahl Relative | 
Nr. Geschwindig- 
PH PH PH pro ccm keit 
1 4,85 4,55 4,7 125 000 000 78 
2 6,10 5,80 5,95 160 000 000 100 
3 6,80 6,60 6,7 2 800 000 1,8 
4 7,45 7,35 7,4 75 000 0 

















1) H. Euler und O. Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 105, 8. 187 
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Tabelle VI. 



























































Wachstum von Stamm I in Milch-Phosphatlésung. 
16 Stunden bei 24°. 
Anfangs- Schliefil. Mittel- Zellenzah] Relative 
Nr. Geschwindig- 
PH Pu PH pro com keit 
| 4,90 4,65 4,8 58 000 000 57 
2 5,60 5,40 0 102 000 000 100 
3 6,20 6,10 6,15 80 000 000 78 
Tabelle VII. 
Wachstum von Stamm I in Molke-Phosphatlésung. 
15 Stunden bei 24°. 
Anfangs- Schliefl. Mittel- Zellenzahl Relative : 
Nr. Geschwindig- 
PH PH PH pro com keit 
1 4,80 4,55 4,7 24 000 000 30 
2 5,70 5,60 5,65 80 000 000 100 
3 6,15 6,05 6,1 56 000 000 70 
4 6,55 6,40 6,5 41 000 000 51 
Tabelle VIII. 
Wachstum von Stamm I in Molke-Phosphatlisung (0,09-Mol.). 
16 Stunden bei 18°. 
Anfangs- | Schliefl. Mittel- Zellenzahl | _ Kelative 
Nr. Geschwindig- 
PH PH PH pro ccm keit 
1 5,0 4,8 4,9 1 400 000 19 
2 5,85 5,8 5,85 5 200 000 72 
3 6,20 6,15 6,15 7 200 000 100 
4 6,55 6,50 6,5 4 000 000 56 

















Stamm II. Aus Stockholmer Magermilch in derselben 
Weise wie den vorigen isoliert. Diplokocken. Bei 24° ein 
wenig schwiicher saurebildend als Stamm I (Tab. IX.). 
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Tabelle IX. 


Siiuerung von Stamm II in Milch bei 24°. 








Tage nach oT 

= 1. 
dem Impfen si 

0 6,3 18 

2 4,12 108 

3 4,08 109 

5 4,08 109 








Zuwachsversuche. 


Wachstum von Stamm II in Molke-Phosphatlésung (0,18-Mol.). 
16 Stunden bei 18°. 


Tabelle X. 


PA 
Rn 8 
| 
ae 





Nr.| Mittleres pH 


Zellen pro ccm 


Relative 
Geschwindigkeit 





1 4,6 
2 D,7 
3 6,2 

6,7 








Tabelle XI. 





Wachstum von Stamm II in Molke-Phosphatlisung. 


18 Stunden bei 18°, 








Relative 





Nr.j} Mittleres py | Zellen pro ccm Geschwindigkeit 
1 4,7 8 800 000 73 
2 5,7 11 200 000 93 
3 6,2 12 000 000 100 
4 6,7 5 200 000 43 
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5 
4 
5 Tabelle XII. 
4 Wachstum von Stamm II in Molke-Phosphatlisung. 
17 Stunden bei 18°. 
E Nr.}| Mittleres py | Zellen pro ccm OR oon 
a 1 5,7 8 200 000 91 
i 2 6,2 9 000 000 100 
i 3 5 6 800 000 76 
: 4 6,8 2 600 000 29 
Tabelle XIII. 
’ Wachstum von Stamm II in Molke-Phosphatlisung. 
4 18 Stunden bei 18°. 
7. , Relative 
Nr.}| Mittleres py | Zellen pro ccm Gendhewindiakeit 
1 5,8 9 400 000 89 
2 6,2 10 600 000 100 
3 6,5 8 200 000 77 
4 6,8 1 400 000 13 
Stamm III. Thermophiler Streptococcus, aus Milch durch 
Uberimpfen bei 42° zwecks Anreicherung von Laktobazillen 
erhalten. 
Zuwachsversuche. 
Tabelle XIV. 
: Wachstum von Stamm III in Molke-Phosphatlisung (0,18-Mol.). 
! 16 Stunden bei 18°. 
™ . Rie 
Nr.}| Mittleres py | Zellen pro ccm Geschwindigkeit 
1 6,1 9200 000 100 
2 6,4 8 000 000 87 
3 7,2 1 600 000 17 











Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CVIII. 
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Tabelle XV. 
Wachstum von Stamm III in Molke-Phosphatlésung. 16 Stunden bei 18°, 











Nr.}| Mittleres py | Zellen pro ccm bisaseeneeia t 
] 6,15 16 000 000. 100 
2 6,5 11 200 000 70 
3 7,2 2 600 000 16 











Um simtliche Zuwachsversuche fiir eine Optimumkurve 
des Wachstums mit gleichem Gewicht zu verwerten, habe 
ich aus jeder Tabelle eine p,-Kurve der relativen Ge- 
schwindigkeit gezogen und die folgenden Werte fiir die 
entsprechenden p,, interpoliert (Tab. XVI—XVII). 


Tabelle XVI. 
Streptococcus lactis. Stamm I. 






































Relative Geschwindigkeit i 
. Ts 1. ae vient = 2 
PH —— . Mittel 
a V VI | VII VIII 
4,5 60 60 30 | 20 10 36 
D 88 | 88 | 80 65 30 7U 
5,0 96 | 96 100 98 60 90 
6 100 | 100 | 98 90 98 97 
6,5 40) 50 20 a1 | 56 45 
6,7 1 | 2 ies — | one 9 
7,5 0 | 0 “— igi | -_ 0 
Tabelle XVII. 
Streptococcus lactis. Stamm II. 
Relative Geschwindigkeit 
PH Tabelle | 
| Mittel 
xX | XI | xXh20OCl|lCOE 

4,5. 70 50 _ _ 60 
5 85 80 — — 83 
5,0 90 90 — — 90 
6,2 100 100 100 100 100 
6.5 90 90 76 77 83 
6,7 34 43 — — 38 
6,8 a -~ 29 13 20 
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In den Figuren 1 und 2 sind die Mittelwerte zu einer 
Kurve vereinigt, die zu den friiher gefundenen Wachstums- 
grenzen fiir Streptococcus lactis!) (p, = 3,4 bzw. py = 7,9) aus- 
gezogen wurde. Die beiden Stiimme stimmen, wie man sieht, 
beziiglich der Lage des Optimums und des steilen Abfalls der 
Virulenz zwischen p, = 6,5 und 6,8 gut iiberein. Auch der 
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thermophile Stamm III (Tab. XIV und XV) zeigte diese Er- 
scheinung, war aber bei py = 7,2 etwas weniger geschwicht 
als die Stiimme I und II. 


fl. Bacterium casei (Laktobazillen). 


Bacterium casei ¢ (von Freudenreich). Dieser Stamm 
stellt eine Art der klassischen Kiasereifungsbakterien v. Freu- 


) O. Svanberg, Akad. Abh., Stockholm 1918. 
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denreichs dar und ist mit dem von Barthel!) sowie von 
mir selbst?) vielfach studierten Bacterium casei « (1) identisch. 
Wachstum in langen, das mikroskopische Gesichtsfeld in allen 
Richtungen durchkréuzenden Verbinden. 
Saurebildung in Milch (Tab. XVIII). 


Tabelle XVIII. 


Saéuerung von Bact. ¢ in Milch bei 35°. 


Besonders kriiftige 


oe 





Tage nach 











dem Impfen PH aa 
0 6,3 21 
2 3,67 138 
4 3,31 248 
6 3,05 311 
8 2,99 346 


bei einem weiteren Versuch ergab sich (Tab. XIX): 


Tabelle XIX. 


Siiuerung von Bact. ¢ in Milch bei 35°. 











Tage nach 

dem Impfen PH Nici 
0 6,3 20 
2 ~~ eee 116 
+ 3,27 234 
6 3,19 290 
12 3,05 401 
15 3,05 396 





Die folgenden Zahlen zeigen die gleiche Séuerung in drei 
Kulturen in ungehopfter gekochter Bierwiirze: 


0 
5) 
10 
15 





1) Chr. Barthel, Zeitschr. fiir Garungsphysiol. Bd. 2, S, 193 (1913). 
2) O. Svanberg, loc. cit. 





5,07 
3,15 
3,04 
3,05 





24,5 
82 
93 
98 
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Tabelle XX. 


Uber die Wachstumsgeschwindigkeit der Milchsdurebakterien usw. 


Wachstum von Bact, casei ¢ in Molke-Phosphatlésung (0,18-Mol.) 
16—18 Stunden bei 37°. 








Mittleres py 


Zellen pr. ccm 


Rel. 


Geschw. 





m Co DO = 





4,6 
5,7 
6,2 
6,8 


3 800 000 
10 000 000 
7 200 000 
400 000 





Tabelle XXI. 











Mittleres py 


Zellen pr. ccm 


Rel. 


Geschw. 





He CO 





4,5 
D,7 
6,2 
6,9 


5 200 000 
11 200 000 
10 600 000 

100 000 





Tabelle XXII. 





46 
100 








Mittleres py 


Zellen pr. ccm 


Rel. 





m CO DD 





44 
4,9 
5,8 
6,3 


6 000 000 
12 000 000 
14 000 000 

2 600 000 





Tabelle XXIII. 








Mittleres py 


Zellen pr. ccm 


Rel. 


Geschw. 





mH COL 





4,3 
4,9 
5,8 
6,2 


7 000 000 
10 000 000 
11 600 000 

4 000 000 








60 
86 
100 
34 
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Tabelle XXIV. 





Nr. | Mittleres py | Zellen pr. ccm | Rel. Gesclrw. 





1 5,8 4 600 000 100 
2 6,2 2 900 000 63 
3 6,35 1 700 000 37 
4 6,9 100 000 2 











Tabelle XXV. 





Nr. | Mittleres py | Zellen pr. ccm | Rel. Geschw. 





1 5,8 6 400 000 100 
2 6,2 3 800 000 59 
3 6,5 1 200 000 19 z 
4 6,9 100 000 2 











Bacterium casei, Stamm aus Milch, durch Uberimpfen 
bei 42° unter Zusatz von Essig und Verdiinnung auf Agar- 
platten in Reinkultur erhalten. (Assistent E. Sandberg, 
Experimentalfaltet.) In Milch kurze Verbiande mit 2—4 Zellen. 
Das Siaurebildungsvermégen dieses Stammes war in Milch nicht 
gréfer als bei Streptococcus lactis (Tab. XXVI). 


Tabelle XXVI. 


Saduerung von Bact. casei aus Milch, Milch bei 37°. 











Tage nach ’ 
Impfen PH — 
0 6,2 18 
2 4,62 80 
3 4,40 103 
5 4,13 109 
6 4,04 110 
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Zuwachsversuche. 
Wachstum von Bact. casei aus Milch in Molke-Phosphatlésung (0,18-Mol.) 


16—18 Stunden bei 37°. 


Tabelle XXVII, 





Nr. 


Mittleres py 


Zellen pr. com 


Rel. Geschw. 








4,6 
5,7 
6,1 


2 000 000 
2 600 000 
1 000 000 








6,7 


120 000 


Bemerkung: In Nr. 1 einsame Zellen und kurze Ketten (<< 10 Zellen), 
Nr. 2: Ketten bis 50 Zellen, Nr. 3: verschlungene Zellketten, Nr. 4: ver- 
einzelte schwache Zellen. 


Tabelle XXVIII. 









































Nr. | Mittleres py | Zellen pr. ccm | Rel. Geschw. 
1 4,6 1 800 000 75 
2 5,7 2 400 000 100 
3 6,2 1 000 000 42 
4 6,7 40 000 2 
Tabelle XXIX. 
Nr. | Mittleres py | Zellen pr. ccm | Rel. Geschw. 
1 4,6 3 400 000 29 
2 d,1 9 200 000 79 
3 5,75 11 600 000 100 
5 6,2 3 200 000 27 
Tabelle XXX. 
Nr. | Mittleres py | Zellen pr. ccm | Rel. Geschw. 
1 4,4 4 400 000 37 
2 5,0 8 400 000 70 
3 5,7 12 000 000 100 
4 6,2 4 000 000 33 
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Tabelle XXXI. 








Nr. | Mittleres py | Zellen pr. ccm | Rel. Geschw. 





1 5,7 9 000 000 100 
2 6,1 2 000 000 22 
3 6,4 800 000 9 
4 6,65 240 000 3 











Tabelle XXXII. 








Nr. | Mittleres py | Zellen pr. ccm | Rel. Geschw. 





1 5,7 8 000 000 100 
2 6,1 1 900 000 24 
3 6,3 850 000 11 
+ 6,7 200 000 2 











Obiges Zahlenmaterial ist in derselben Weise 
Streptococcus lactis zusammengefaht worden. (Tab. 


und XXXIV.) 


Tabelle XXXITI. 


Bacterium casei ¢. 


. ‘ - ated a rane i) BoE? 
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XXXII 























Relative Geschwindigkeit ie 

PH Tabelle | 
KX | XXI | XXM/XxXm/xx1v| xv |! 

| | | | 

core ce ce ok ee 
5 8 | 9 | 9 |} 9) —| —] 99 
5,5 | 100 | 100 | 100 | 100 | — | — | 100 
6 9 | 9 | 9 | 8 | — | —] 93 
62 | 72 | 61 | 50] 34/| 68 | 59 | 56 
65 | 151 10] 10} —! 20 | 19 | 15 
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Tabelle XXXIV. 


Bacterium casei (aus Milch). 
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PH 





Relative Geschwindigkeit 





Tabelle 
XXVII | XXVIII | XXIX | XXX | XXXI XXXII 


Mittel 





| 
60 20 |; 0 |; — | = 
| 95 70 | 70 | ~ | — 
100 +100 | 100 100 — | 

8 | 80 95 95 60 60 
30 | 42 3383 1b | 15 
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Relative Wachstuins. 


In den Figuren 3 und 4 sind die Mittelwerte graphisch 
dargestellt; die beiden Kurven sind zu den friiher gefundenen 
Wachstumsgrenzen (p,; = 3,4 bzw. pg = 7) ausgezogen wor- 
den. Die Acidititsbedingungen der beiden aus verschiedenem 
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Material isolierten Stiimme decken sich, wie man sieht, voll- 
stindig und sind im Vergleich mit Streptococcus lactis ein 
wenig nach der sauren Seite verschoben. Das Optimum liegt 
hier nahe bei py = 5,5 und zwischen py = 6,1 und 6,4 tritt 
ein steiler Abfall der Wachstumsgeschwindigkeit ein. 


Il. Bacterium Delbriicki. 


Dieses Bakterium ist nach Henneberg'), was Wachs- 
tumstemperaturen, Form und Griéfe der Zellen auf die Sub- 
strate der Giirungsindustrien usw. betrifft, dem Bacterium casei 
sehr aihnlich und unterscheidet sich von diesem hauptsiichlich 
nur durch sein mangelndes Vermégen, Milchzucker zu hydro- 
lysieren und zu vergiiren. Méglicherweise ist es auch ein 
wenig stirker thermophil, als Optimum (nach 24 Stunden} 
wird im allgemeinen fiir Bacterium Delbriicki 42—48°, fiir 
Bacterium casei 41—42° angegeben. Ferner kommen nach 
Henneberg unter den aus Milch und Sauerteig erhiiltlichen 
Stimmen von Bacterium casei é6fters Arten vor, die auffallend 
wenig und nur sehr langsam Milchzucker und Milch zu siiuern 
vermégen, wihrend sie, auf maltosehaltigen Substraten ge- 
ziichtet, von Bacterium Delbriicki nicht zu unterscheiden sind, 
und welche wahrscheinlich Ubergiinge zwischen den beiden 
Hauptgruppen darstellen, die eine scharfe Grenze zwischen 
Bacterium casei und Bacterium Delbriicki nicht aufrecht er- 
halten lassen. 

Betrefts der Saiurebildung in ungehopfter Wiirze habe ich 
bei Stiéimmen ganz verschiedener Herkunft (Prefshefe und 
Sauerteig) gefunden, dafi sie bei Bacterium Delbriicki ebenso 
stark ist (py = 3,0) wie bei den am stiarksten siureprodu- 
zierenden Vertretern der Gattung Bacterium casei*). Henne- 
berg behauptet, aus Milch, die bei 46—50° spontan gesiiuert 
war, Stiimme von Bacterium casei erhalten zu haben, die 
Wiirze noch stirker als Bacterium Delbriicki sauerten. 


') Henneberg, Girungsbakteriologisches Praktikum 8, 445—491. 
Berlin, Verlag Paul Parey, 1909. 
*) O. Svanberg, Akad. Abh, Stockholm, 1918, 
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Die Aciditatstoleranz der lebenden Zellen scheint bei 
Bacterium Delbriicki nicht gréfer zu sein als bei Bacterium 
casei (Wachstum noch bei py = 3,4). Bacterium Delbriicki stirbt 
nimlich bei den von ihm erzeugten Siiuremengen (py = 3,9) 
besonders schnell ab, so dali das Wachstum versagt, wenn 
man beim Temperaturoptimum nicht von ganz jungen Kulturen 
oder von Kreidekulturen iiberimpft. Die saure Seite der 
Py-Kurve diirfte also bei den beiden Hauptgruppen im wesent- 
lichen tibereinstimmen; wir werden sehen, dafi dies mit ziem- 
lich grofer Sicherheit fiir das ganze Wachstumsgebiet der 
Fall ist. 

Eine Reinzucht von Bacterium Delbriicki wurde durch 
Einimpfen von PreBhefe (Stockholms Norra Jastfabrik) in 
Wiirze (ungehopfte Bierwiirze von py = 5,36) bei 50° — wobei, 
wie bekannt, nur Bacterium Delbriicki iippig wichst — dar- 
gestellt, und durch tigliches Uberimpfen in dasselbe Substrat 
bei 47°, spiiter bei 45°, beim Leben gehalten. 24 Stunden 
nach der Impfung waren immer in den Kulturkolben prachtige 
,seidenwellen* vorhanden und im Mikroskop wurde das rich- 
tige Aussehen der Zellen festgestellt. Aufierdem wurden die 
Stammkulturen 2 Tage nach der Impfung auf richtige Saure- 
bildung kontrolliert (Tab. XXXYV). 


Tabelle XXXV. 


Siuerung von Bacterium Delbriicki in Wiirze. 








Uberimpfung 2 Tage nach der Impfang Temp. 
nr. PH | ° Th 
1 298 | 122 50° 
D} 3,07 110 47° 
3 298 | 1b 47° 
4 3,27 | 74 47° 
5 280 | 204 45° 
6 284 | 198 45° 
7 285 | 195 45° 
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Einfluf des Phosphats (Tab. XXX VJ. 


Tabelle XXXVI. 


Sauerung von Bacterium Delbriicki in Wiirze +- Phosphatlisung. 
In jedem Kolben 15 com Wirze + steigende Mengen einer 0,36-molaren 
Phosphatmischung von py = 5,5. 




















2 Tage nach der 5 Tage nach der 
Impfung Impfung 
PH | ° Th. PH a 
Q ccm Phosphat 2,98 | 115 — — 
3,75 » » (0,07 Mol. 1.) 3,19 | 147 3,17 167 
> , Mae « a 3,381 177 3,29 190 
i | , ©18 , ,)] 360 | 212 3,48 228 


Alkaliphosphat zur Konzentration 0,18-g mol 





. pro Liter 


der Wiirze zugesetzt, scheint auch hier die Entwicklung der 
Bakterien nicht im geringsten Grade zu hemmen — vielmehr 
wurde ein noch tippigeres Wachstum bei den gréf ten Phos- 
phatkonzentrationen beobachtet — und die Titrationsacidi- 
tiiten fallen wegen der Pufferwirkung der Phosphate héher 
aus. Die Wirkung der gesteigerten Siaurebildung auf die 
schlieBlichen p,-Werte stimmt mit den Beobachtungen an 
Streptococcus lactis, und wurde bereits in jenem Zusammen- 


hang besprochen. 


Zuwachsversuche, 


Tabelle XXXVII. 


Wachstum von Bact. Delbriicki in Wiirze-Phosphatlisung (0,18-Mol.). 
20 Stunden bei 47°. 











Nr. | Anfangs-py | SchlieBl. py | Zellenzahl pr.cem 
1 5,6 3,72 40 000 000 
2 6,1 4,35 35 000 V00 
3 6,55 6,51 1 500 000 
4 6,7 6,72 1 000 000 











In Nr. 2 besonders lange Zellenverbinde. Ein besonders 
starker Abfall der Wachstumsgeschwindigkeit wird zwischen 
Py 6,1 und py 6,5 beobachtet; in den Kélbchen 1 und 2 hatte 
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kriftige Siuerung stattgefunden, wahrend in Nr. 3 und 4 — 
Py = 6,5 bzw. 6,7 — die Bakterien nicht in geniigender 
Menge vorhanden waren, um eine mefibare Saiurebildung hervor- 
zurufen. 


Tabelle XXXVIII. 


Wachstum von Bact. Delbriicki in Wiirze-Phosphatlisung (0,18-Mol.). 
12 Stunden bei 47°. 




















Nr. Anfangs- | Schliefl. Mittel- Zellenzahl ie Gaudio: 
PH PH PH pr. ccm 
1 4,6 4,47 4,5 8 000 000 40 
2 5,6 4,76 5,2 20 000 000 100 
3 6,0 5,9 5,95 800 000 e . 
4 6,7 6,65 6,7 < 50 000 0 





Bei py = 4,5 erfolgt die Vermehrung deutlich langsamer 


Zusammenfassung. 


Es wurden mit mehreren Staémmen der echten Milch- 
siurebakterien, und zwar sowohl mit Laktokocken als mit 
Laktobazillen verschiedener Herkunft, Zuwachsversuche bei 
gleicher Phosphatkonzentration, aber verschiedener Aciditit 
angestellt. Unten den Resultaten ist hervorzuheben: 

I. Streptococcus lactis aus Milch hat ein flaches Optimum 
zwischen py = 5,5 und py = 6,4. Bei py = 6,5—6,8 tritt ein 
starker Abfall der Wachstumsgeschwindigkeit ein. 

II. Bacterium casei hat zwischen p, = 5 und py = 6 ein 
lang ausgezogenes Optimum. Ein steiler Abfall der Wachs- 
tumsgeschwindigkeit tritt bei p, =6—6,4 ein. Recht nahe 
dieselben Bedingungen gelten auch dem Wachstum von Bac- 
terium Delbriicki. 





Das Optimum der Laktokocken tangiert also gerade die 
Reaktion der Kuhmilch (p, = 6,5), welches Substrat sie, wie 
bekannt, zwischen 15 und 30° so gut wie vollstandig beherr- 
schen. Aber noch bei py =7—7,5 a 8 sind sie imstande’), 





1) O. Svanberg, loc, cit. 
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sich langsam zu vermehren und das Substrat allmihlich zu 
siiuern, um beispielsweise mit den unechten Milchsiurebakterien 
der Coli-Aerogenes-Gruppe, die zwischen etwa p, = 4,3 und 
Py = 10 wachsen, um die Herrschaft zu kiimpfen’). 

Aus dem fiir die Laktobazillen gefundenen, etwas gréferen 
Siurebediirfnis erklirt sich die beférdernde Wirkung der bei 
natiirlicher Milchreaktion schnell voranwachsendena Laktokocken 
auf die Entwicklung der Milchsiurestiibchen unter verschie- 
denen Bedingungen; so z. B. dem Yoghurt und in den Kisen?). 
Hier ist noch besonders hervorzuheben, dal} in milchsiure- 
haltigen Medien die Laktokocken schon bei py = 4,7 erheblich 
geschwiacht werden, die Laktobazillen nicht, so dafi, wenn 
die Aciditit durch Milchsiiuregiirung hervorgerufen worden ist, 
die Verhaltnisse bei etwa p,=5 viel mehr zugunsten der 
Laktobazillen liegen, als wenn nur die H-lonen-Kurven be- 
riicksichtigt werden. In noch héherem Grade ist dies in 





‘) Die Aciditiitsbedingungen der Coli-Bazillen sind in der letzten 
Zeit von F. J.S. Wyeth (loc. cit.) besonders eingehend studiert worden. 
Wyeth fand bei den verschiedenen Siuren wachstumshemmende Eigen- 
schaften, die sehr gut mit meinen Beobachtungen an Streptococcus lactis 
korrespondieren. Also wird nach W yeth das Wachstum der Coli-Bazillen 
durch die verschiedenen Siuren bei den folgenden py-Werten aufgehoben: 














In 2°/, iger Glukose- In Glukose- 
Peptonlisung Phtalatlésung 
Salzsiure . . . 4,27 4,55 
Milchsiiure . . 4,47 4,73 
Essigsiiure . . 4,68 4,83 ° 


Friihere hier zu nennende Arbeiten iiber Coli-Bazillen sind diejenigen 
von Michaelis und Marcora, Zeitschr, fiir Immunititsforsch, Bd. 14, 
S. 170 (1912). A. Bruenn, Dissertation, Berlin 1913. Clark, Journ. 
Biol. Chem. Bd. 22, S. 87 (1915). Clark and Lubs, Journ. Infect. Dis. 
Bd. 17, 8S. 160 (1915). van Dam, low cit. S. Cole and H. Onslow, 
The Lancet 1916 (LI), S. 1011, schreiben einleitungsweise; ,. . . However, 
we found that the final hydrogen-ion concentration is in some way de- 
pendent on the non-carbohydrate content of the medium. This is not in 
agreement with the conclusion of Michaelis and Marcora.... 

*) Die Aciditét der normal gereiften Kise betriigt in der Regel 
PH = 4,9—5,0 (van Dam, Alleman, Chr. Barthel und Sandberg). 
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essigsiiurehaltigen Medien der Fall, woraus die besonders 
giinstige Einwirkung dieser Saéure bei der Gewinnung natiir- 
licher Reinzuchten von Bacterium casei aus Kulturen, wo 
auch thermophile Laktokocken vorhanden sind, erhellt. 

Die Kulturhefen sind noch ein wenig mehr acidophil als 
die langstabférmigen Milchsiurebakterien. Ob zwischen Braue- 
rei- und Brennereihefe, zwischen Unter- und Oberhefe in 
dieser Hinsicht ein Unterschied besteht, scheint einstweilen 
nicht ein Gegenstand fiir Untersuchung gewesen zu sein. 
Auch diirfte es sehr schwer sein, den zahlreichen Angaben der 
ilteren Forscher auch nur einigermaben vergleichbare Resul- 
tate zu entnehmen’), da eine rationelle Definition der Aciditat 
in diesen Arbeiten fehlt. Fir eine Brauerei-Unterhefe (H) 
wurde neuerdings von Euler und Svanberg?®) ein Optimum 
des Zuwachses bei p, etwa 4,8 festgestellt. Andererseits 
sprossen die Kulturhefen noch bei py, = 7,6—7,9 und werden 
durch H,SO, erst bei py = 2—3 gehemmt. 

Von Dernby und Avery’)*) sind die Acidititsbedingungen 
mehrerer Stimme von Pneumokocken untersucht worden. Die 
Verfasser kommen zu dem Resultat, dafi diese Bakterien nur 
innerhalb der engen Grenzen py = 7—8,3 wachstumsfaihig 
sind, und dafi} das Optimum der Zuwachsgeschwindigkeit bei 
Dy = 7,8—8,0 liegt. Die Pneumokocken verhalten sich somit 
beziiglich der ganzen Lage des Wachstumsgebietes und der 
Optimalbedingungen von den Laktokocken véllig abweichend 
und sie als ,pathogene Vertreter‘ derselben anzusehen ist 
also von diesem Gesichtspunkt aufierordentlich schlecht be- 
griindet. 

1) E. Hagglund, Hefe und Girung in ihrer Abhangigkeit von 
Wasserstoff- und Hydroxylionen, Akad. Abhandlung, Stockholm 1914. — 
Samm]. chem. und chem.-techn. Vortrige, Stuttgart 1914, bei Enke, wo die 
Angaben der ilteren Literatur auf diesem Gebiet zusammengestellt sind. 

2) H. von Euler und O. Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 105, 
S. 187 (1919). 

%) K. G. Dernby und O. T. Avery, Journ. Exp. Med. Bd. 28, 
S. 345 (1918). 

*) K. G. Dernby, Medd. Kgl. Vet,-Akad.s Nobelinst. Arrhenius- 
Festschrift Bd. 5, Nr. 26 (1919). : 
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Bei fliichtiger Betrachtung scheint nach den hier mitgeteilten Zahlen 
iiber die Acidititsbedingungen der echten Milchsiurebakterien der bekannte, 
besonders von Metchvikoff ausgesprochene Gedanke von einer biolo- 
gischen Desinfektion des menschlichen Darmes mit Hilfe solcher Arten 
ziemlich aussichtslos. Die Verdauungsenzyme des Darmes wirken ja 
nimlich am besten bei alkalischer, aber kaum bei schwach saurer Reaktion. 
So liegt das py-Optimum der Trypsinwirkung (Pankreatin) auf Pepton 
nach Michaelis und Davidsohn’) bei py = 8—8,5, das Optimum der 
Gelatineverfliissigung (fiir 57°) nach Palitzsch und Walbum?) sogar 
bei py = 9,7. Fir das Erepsin ist ‘das Optimum der Alkaleszenz, wie 
schon Euler®) hervorgehoben, niedriger als das Optimum fiir die Trypsin- 
verdauung, es liegt nach Rona und Arnheim‘), welche die peptonspal- 
tende Wirkung dieses Enzyms studierten, bei py = 7,8. Die Pankreas- 
lipase wirkt nach Davidsohn’) bei etwa py = 8 am besten, Bei so al- 
kalischer Reaktion entwickeln sich aber, wie wir sahen, die langstab- 
férmigen Milchsiurebakterien durchaus nicht und die Laktokocken auch 
nur sehr langsam. Das Bacterium coli vermehrt sich aber — nach den 
Untersuchungen von W yeth*) — noch bei pq = 8—9 sehr lebhaft und 
besitzt auBerdem die wertvolle Eigenschaft, bei Gegenwart von Zucker 
eine Aciditét von py —4—5 ausbilden zu kénnen. Schon bei py = 6 
kommen aber die echten Milchsiurebakterien leicht zur Herrschaft und 
sind nunmehr imstande, sowohl die Colibakterien als besonders die fiir 
Siuren mehr empfindlichen, anaeroben Fiulnisbakterien des Dickdarmes 
— besonders Bacterium putrificus — véllig zu unterdriicken. 

Eine Verdringung der Colibakterien durch echte Milchsiurebakterien 
aus allen Gebieten des Darmes, besonders des Diinndarmes, scheint also 
nicht wiinschenswert oder gar mdglich, und es diirfte bei den erfolg- 
reichen Versuchen von Metchnikoff und seinen Mitarbeitern das Bac- 
terium coli im Darm eine wertvolle, fiir die Vermehrung der zugefiigten 
Milchséurebakterien firdernde Reaktionsverschiebung bewirkt haben. 





Dem bakteriologischen Laboratorium der Zentralanstalt 
fiir landwirtschaftliches Versuchswesen, Experimentalfaltet — 
Herrn Professor Chr. Barthel und Herrn Assistenten E. 
Sandberg — bin ich fir die freundliche Uberlassung mehrerer 
Reinkulturen zu vielem Danke verpflichtet. 





1) L. Michaelis und H. Davidsohn, Biochem, Zeitschr. Bd. 36, 
S. 280 (1911). 

*) §. Palitzsch und L. E. Walbum, Biochem. Zeitschr. Bd. 47, 
S. 1 (1912). 

8) H. v. Euler, Diese Zeitschr. Bd. 51, S. 213 (1907). 

*) P, Rona und F, Arnheim, Biochem, Zeitschr. Bd. 57, S. 84 (1913). 

5) H. Davidsohn, Biochem. Zeitschr. Bd. 48, S. 249 (1913). 

6) Wyeth, loc. cit. 
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Uber eine zusammengesetate Nukleinsiure. 
Vorliufige Mitteilung. 
Yon 


R. Feulgen. 


(Aus dem physiclogischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. August 1919.) 








In der Pankreasdriise liegen die Verhiltnisse hinsichtlich 
der Nukleinsiuren besonders verwickelt. Es kommen nimlich 
hier zwei verschiedene Arten von Nukleinsiiuren vor, die 
Guanylsiure und die Pankreasnukleinsiiure, welch letztere 
offenbar zum Typus der echten Nukleinsiuren gehort. 

Kine solche Nukleinsiure ist von verschiedenen Autoren 
isoliert worden. Zum Teil hatte man aber dabei gar keine 
Riicksicht auf die Guanylsiure genommen, deren Alkalisalz 
bei der Alkoholfillung ebenso niedergeschlagen wird wie die 
Pankreasnukleinsiure, so dafi in einem solchen Falle ein Ge- 
menge der beiden Arten erhalten wurde; und soweit Analysen- 
zahlen iiberhaupt vorliegen, beweisen diese, daf} eine Rein- 
darstellung dieser Nukleinséure noch nicht erfolgt ist, was 
wesentlich auch auf mangelhafte Methoden zur Trennung dieser 
beiden Nukleinsiuren zuriickzufiihren ist. 

Nun ist bekannt, daf die Guanylsiure in Gestalt eines 
Nukleoproteids aus der Pankreasdriise leicht extrahiert wer- 
den kann, wobei es in praparativer Hinsicht gleichgiiltig ist, 
nach welcher Methode man das Proteid herstellt. Will man 
auf die Guanylsiure hinarbeiten, so wird man natiirlich 
dasjenige Verfahren wihlen, welches die besten Ausbeuten 
liefert und das bequemste Arbeiten gestattet. 

Am bequemsten lat sich ein Kérper von der Klasse der 


Nukleoproteide (bzw. Nukleine) nach der Methode von Ham- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CYIII. 11 
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marsten durch Auskochen der zerkleinerten Driisenmasse. mit 
Wasser gewinnen und die Ausbeute an Rohmaterial fiir die 
Guanylsiure wird wesentlich gesteigert, wenn man die wifirigen 
Ausziige nicht mit Essigsiure, sondern nach dem Vorgange 
von H. Steudel mit Alkohol fallt. 

Diese Eigentiimlichkeit der leichten Extraktion des Pro- 
teids muf} priparativ als ein iiberaus gliicklicher Zufall be- 
zeichnet werden, gelingt es doch auf diese Weise, durch ein- 
faches Auskochen mit Wasser die Guanylsiure in Form einer 
verhiltnismifig einfachen Verbindung zu isolieren und durch 
eine einfache Operation von der iiberaus liistigen grofjen Masse 
der Driisensubstanz zu befreien. So ist denn auch die Guanyl- 
sdure von Bang, wenn auch in sehr unreinem Zustande, zu- 
erst aus dem Nukleoproteid dargestellt worden. 

Offengeblieben war bisher die Frage, ob auch die Pankreas- 
nukleinsiure im Proteid vertreten ist. Die Untersuchungen 
in dieser Richtung litten auch hier unter dem Mangel einer 
brauchbaren Methode, Guanylsiure und Pankreasnukleinsiure 
zu trennen, und letztere rein, vor allem biuretfrei darzustellen. 
Mit der Essigsiurefillung der Guanylsiiure, mit der Bang 
seine Theorie von der a-, B- und 7-Guanylsdiure begriindet’, 
kommt man nicht weiter, da, wie in der vorigen Arbeit?) 
auseinandergesetzt, die Guanylsiure nur in Gegenwart einer 
basischen Verunreinigung mit Essigsiaure fillbar ist, mit welcher 
Feststellung diese Theorie zusammenfillt. 

Erleichtert wurden mir meine Untersuchungen durch das 
Auffinden einer fiir das guanylsaure Natrium charakteristischen 
Fallungsmethode, die darin besteht, daf} guanylsaures Natrium 
durch essigsaures Natrium fuBerst leicht aus wif rigen Li- 
sungen ausgesalzen wird, wabrend pankreasnukleinsaures Na- 
trium in Lésung bleibt. Ferner wurde die in der vorigen 
Arbeit bei der Guanylsiure als notwendig erkannte Fallung 
mit Alkohol in alkalischer Reaktion verallgemeinert, und 
ich gewann den Eindruck, dafi Nukleinsiiuren bei der Um- 





1) Hofmeister, Beitrage Bd. 4, 8. 175. 
2) Diese Zeitschr. Bd. 106, S, 249 (1919). 
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fallung mit Alkohol nur in alkalischer Reaktion von basi- 
schen Verunreinigungen befreit werden, die sonst leicht von 
den Nukleinsiiuren in salzartiger Bindung mitgerissen werden. 
Kin Schulbeispiel hierfiir werden wir im Laufe dieser. Arbeit 
bekommen. 

Aus diesen Gesichtspunkten heraus ist die in der vorigen 
Arbeit beschriebene Aufspaltung des Proteids und Trennung 
der beiden Nukleinsiiuren erfolgt und damit der Nachweis 
erbracht, dafi auch eine Nukleinsiure vom Typus der echten 
im Proteid enthalten ist. 

















se UF Bei der quantitativen Verfolgung dieser Vorgiinge zeigte 
on ' es sich nun, daB die beiden Nukleinsiuren — Guanylsiiure 
u- qi und Pankreasnukleinsiure — in molekularen Gewichts- 

_ verhaltnissen im Proteid enthalten sind. Hieran habe ich 
= a weiter die Vermutung gekniipft, die beiden Nukleinsaéuren 
- d kénnten in stéchiometrischem Verhiltnisse etwa zu einer zu- 
‘t — —_ sammengesetzten Nukleinsiure héherer Ordnung gepaart, vor- 
a : kommen, und ich nahm an, daf eine Darstellung dieser eigen- 
l. _  artigen Nukleinsiiure deswegen noch nicht gegliickt ist, weil 
3 diese aufierst leicht durch Alkalien in die Komponenten — 
, * Guanylsiure und Pankreasnukleinsiure — gespalten wird. In 
) | der Tat wenden alle Autoren bei der Darstellung der Nuklein- 
r 6©«E siuren aus der Pankreasdriise in irgend einem Stadium ein- 


greifendere alkalische Reaktion an. 


> 


Ich versuchte also, ohne Anwendung von Alkalien das 
Proteid aufzuspalten und fand zu diesem Zwecke ein Ferment 
vorziiglich geeignet, das im kiuflichen ,Pankreatin Merck“ 
vorhanden ist. Kine Spaltung der Nukleinsiiure selbst findet 
dabei nicht statt. 

Nukleoproteide sind schon wiederholt verdaut worden; 
so hatte schon Umber’) vor vielen Jahren das Pankreas- 
proteid der Trypsinverdauung unterworfen und gezeigt, dafi 
eine Spaltung in Eiweif, das weiter abgebaut wird, und in 
eine Nukleinsiiurekomponente erfolgt. Die Nukleinséurekom- 
ponente hielt er fiir Guanylsaure. 
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1) Zeitschr. f. klin. Med. Bd, 43, S. 282 (1901). 
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Bringt man in eine Proteidlésung von 40° etwas (0,5 °/, 
Pankreatin zur Auflésung, so beobachtet man innerhalb weniger 
Minuten eine Veriinderung. Die vorher stark klebrige, viskise 
und schiumende Proteidlésung verliert diese Eigenschaften, 
ein Zeichen beginnenden Abbaus. Die Fliissigkeit wurde, mit 
etwas Toluol versetzt, noch einige Tage im Brutschrank ge- 
halten, klar zentrifugiert und mit Alkohol gefillt. Es zeigte 
sich, daf} ein Kérper abgeschieden wurde, der seiner Zusammen- 
setzung nach im wesentlichen das Natriumsalz einer Nuklein- 
siure sein mufite. Kine Lisung des so gewonnenen Priipa- 
rates war nun mit Essigsiure fillbar. An sich wiire 
daran ja nichts Auffalliges zu erblicken; hier aber erwies sich 
die Fallbarkeit als im hohen Grade unerfreulich. Es zeigte 
sich nimlich, dafi diese Fallbarkeit mit Essigsiure etwas ganz 
Unkontrollierbares war, mal war sie mehr, mal weniger aus- 
gesprochen, und gerade deswegen mute ich mich eingehend 
damit beschaftigen. Es sah naimlich so aus, als hiitte ich gar 
keinen einheitlichen Kérper in Hiinden. Versuche, durch frak- 
tionierte Fillung eine Trennung zu bewerkstelligen, mif- 
gliickten giinzlich, und endlich kam ich zu der Uberzeugung, 
dafi die Fallbarkeit mit Essigsiiure nur eine scheinbare war 
und bedingt wurde durch die Gegenwart einer basischen Ver- 
unreinigung, die in essigsaurer Lésung mit dem dargestellten 
nukleinsauren Natrium etwa durch doppelte Umsetzung ein 
unlésliches Salz bildete. 

Ich mufite also daraus den Schluf ziehen, dafi der durch 
Fermentwirkung und Alkoholfallung gewonnene Korper (trotz 
wiederholtem Umfiallen) noch sehr unrein war. Auf der Suche 
nach Reinigungsmethoden fand ich nach vielen Versuchen eine 
Fallung mit kauflichem Kristallviolett als vorziiglich brauchbar. 
Kristallviolett bildet mit nukleinsaurem Natrium unter dop- 
pelter Umsetzung ein in Wasser unlésliches Farbsalz (und 
Natriumchlorid). Diese Fiallung ist in dreifacher Hinsicht fiir 
den vorschwebenden Zweck besonders geeignet: Erstens ist 
sie bereits eine sehr elektive, zweitens ist der Niederschlag 
in wasserhaltigem Alkohol leicht léslich, und es gelingt auf 
diese Weise, eine grofie Menge weiterer Verunreinigungen 
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ungelést zu entfernen; drittens gelingt es leicht, durch Zusatz 
von Natriumacetatlésung zur alkoholischen Lésung des Farb- 
salzes unter doppelter Umsetzung wieder das Natriumsalz der 
Nukleinséure, weil in Alkohol unléslich, zu gewinnen. Auch 
diese letzte Fiallung mufi als sehr elektiv angesehen werden. 
Durch wiederholtes Lésen in Wasser und Ausfillen mit Al- 
kohol gelang es, das nukleinsaure Natrium frei von Farbstoff 
zu erhalten. Diese Reinigungsmethode bedient sich also nur 
doppelter Umsetzungen in neutralen Liésungen und indifferenter 
Lésungsmittel: Kine chemische Veriinderung (Hydrolyse) war 
giinzlich ausgeschlossen. 

Um so merkwiirdiger war der Erfolg der Reinigung; 
denn das nukleinsaure Natrium hatte seine Fallbarkeit mit 
Kssigsiiure vollstiindig eingebiifit. Der Verdacht bestirkte 
sich, daf} nur eine basische Verunreinigung Schuld an der 
Fillbarkeit mit Essigsiiure gewesen war. 

Wenn dies wirklich der Fall war, so mufite es gelingen, 
die basische Verunreinigung aus dem Rohprodukte los zu 
werden, wenn man das gewonnene nukleinsaure Natrium in 
alkalischer Lésung mit Alkohol fallte; denn es war zu er- 
warten, daf} dann die basische Verunreinigung durch das Alkali 
von einer Salzbindung freigehalten wird. Bei dieser Fallung 
in alkalischer Reaktion muf te ich sehr vorsichtig vor- 
gehen, um eine Spaltung der Nukleinsiiure zu vermeiden. Ich 
wandte daher Temperaturen von 0° an. 

Da auch dieser Versuch in vollkommen befriedigender 
Weise ausfiel, so war die Kssigsiure-Fiallbarkeit der gewon- 
nenen Nukleinsiiure endgiiltig abgetan. 

In diesem Stadium der Untersuchungen erinnerte ich mich 
der angeblichen Fallbarkeit der Guanylsiure Bangs mit Essig- 
siiure und ich nahm an, dai diese Erscheinung ebenfalls auf 
dem Vorhandensein einer basischen Verunreinigung beruhe. 
Aus Griinden der Ubersichtlichkeit habe ich dariiber in der 
vorherigen Arbeit’) berichtet und die Darstellung der Guanyl- 
sure einer entsprechenden Kritik unterzogen. 


) Diese Zeitschr. Bd. 106, S. 249 (1919). 
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Was nun unsere aus dem Proteid gewonnene Nuklein- 
siure anbetrifft, so habe ich beide Reinigungsmethoden (Fil- 
lung mit Alkohol aus alkalischer Reaktion und Reinigung iiber 
das alkohollésliche Farbsalz) kombiniert und glaube dadurch 
Priiparate von gréferer Reinheit dargestellt zu haben. 

Was war nun eigentlich der vorliegende Kérper? Dati 
es eine Nukleinsiure war, ergab sich ohne weiteres aus den 
Analysen und aus den Resultaten der Spaltung. Ich konnte 
niimlich feststellen: Phosphorsiiure, Liivulinsiiure, Guanin, 
Adenin, Cytosin und Thymin, mithin alle Spaltprodukte der 
echten Nukleinsiure. Eine Biuret- oder sonstige Eiweif- 
reaktion gab der Kérper hingegen nicht. 

Gegen Fallungsmittel verhielt er sich ebenfalls genau so 
wie gewohnliches und zwar (wegen mangelnder Gelatinier- 
fahigkeit) wie b-nukleinsaures Natrium. Aus der wiifrigen 
Lésung wurde die freie Saiure ebenso wie die echte Nuklein- 
sdiure und im Gegensatze zu der Guanylsiure durch Mineral- 
siuren als Niederschlag ausgefillt; sie ist also in Wasser sehr 
schwer léslich. Das Natriumsalz der neuen Nukleinsiiure war 
leicht léslich in Wasser und wurde — im Gegensatze zu dem 
guanylsauren Natrium — durch essigsaures Natrium 
nicht ausgesalzen, vielmehr war es in 20°/,iger Natrium- 
acetatlésung sehr leicht léslich, also unter Bedingungen, 
unter denen guanylsaures Natrium sehr schwer léslich ist 
(vgl. vorige Arbeit). Durch Alkohol wurde es aus wafriger 
Lésung — wie alle Natriumsalze von Nukleinsiiuren — ge- 
fallt. Aus diesen Erscheinungen geht hervor, dafi der Kérper 
weder guanylsaures Natrium war noch solches mechanisch 
beigemengt enthielt, vielmehr sah es ganz so aus, als ob 
eine Thymonukleinsiure vorlige. 

Indessen ergaben sich wesentliche Unterschiede gegeniiber 
einer solchen Siure. Zuniichst gab der Kérper mit Phloroglucin 
und Salzsiure echte Pentosenreaktion und bei der Destillation 
mit Salzsiure lieferte er erheblich mehr Furfurol als eine 
echte Nukleinsiiure. Die Vermutung war also berechtigt, daf 
neben dem Kohlenhydrat der echten Nukleinsiiure auch noch 
eine Pentose vorhanden war. Da nun aber Pentosen in der 
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Guanylséiure vorkommen, so mute man annehmen, daf die 


4 4 neue Nukleinséure eine Verbindung von Guanylsiure mit der 

r '  Pankreasnukleinséure war. 

3 Dieser Verdacht wurde durch das eigenartige optische Ver- 
: 4 halten des Korpers bestiitigt. Das neutrale Natriumsalz dieser 

Nukleinsiure dreht namlich stark rechts ([a] 2? = ca. 50°), 


| ‘ nach Zusatz von Natronlauge aber sehr schwach links, und i 
, ; nach Abstumpfen des Alkalis trat wieder die urspriingliche 4 
' Rechtsdrehung auf. Diese merkwiirdige scheinbare Inversion ui 
war mir lange Zeit unerklirlich, bis ein genaues Studium 
derselben Verhiltnisse bei der echten Nukleinsiure das merk- 
i wiirdige Resultat hatte, dafi das echte nukleinsaure Natrium 
in alkalischer Reaktion seine Rechtsdrehung vollstandig ver- 
: liert und optisch inaktiv wird,.wahrend die Guanylsiure unter 
iihnlichen Bedingungen ihre Aktivitét nicht wesentlich indert. 
Uber diese Dinge habe ich bereits in einer friiheren Arbeit 
ausfiihrlich berichtet'). Jetzt erst war die scheinbare Inversion : 
im Falle der neuen Nukleinsiure erklarlich: Der Kérper ist eine 
Verbindung von Guanylsiure und einer Nukleinsiiure vom Typus | 
der echten (Pankreasnukleinsiure). Die beobachtete Rechts- | 
drehung ihres Natriumsalzes ist etwa die Resultante aus der 
starken Rechtsdrehung der Pankreasnukleinsiure und der | 
schwachen Linksdrehung der Guanylsiure. Auf Zusatz von : 
NaOH aber verschwindet die Rechtsdrehung der Pankreas- 
nukleinsiiure, wiihrend die schwache Linksdrehung der Guanyl- 
siure bestehen bleibt (vgl. vorige Arbeit). [aa 
Dieses optische Verhalten der neuen Nukleinsiure ist nun | a 
in zweifacher Hinsicht von Wichtigkeit: Erstens zeigt es mit 
Wahrscheinlichkeit, dafi die neue Nukleinséure eine Verbindung 
von Guanylsiiure mit der Pankreasnukleinséiure ist, zweitens 
ergibt sich daraus, dafi die optische Inaktivierung der Nuklein- 
siuren vom Typus der echten mittels Alkalien auch in 
Verbindungen der Nukleinsiure zu Tage tritt. Da sie auch 
bei direkten niederen Derivaten (Thyminsiure) zu beob- 
achten ist, so folgt daraus, dai die optische Inaktivierung 
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) Diese Zeitschr. Bd. 104, S. 189 (1919). 
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in alkalischer Lésung keine Zufallserscheinung ist, son- 
dern im innersten Wesen des Nukleinsiurekernes begriindet 
sein mubB. 

Man muB es also als sehr wahrscheinlich ansehen, daf 
der vorliegende Kérper eine Verbindung der Guanylsiéure mit 
der Pankreasnukleinséure ist. Der endgiiltige Beweis fiir 
diese Anschauung konnte durch die partielle Hydrolyse er- 
bracht werden. Es zeigte sich nimlich, dafs der Kérper in 
Gegenwart von Alkalien sehr leicht quantitativ gespalten 
wird in guanylsaures Natrium, das nunmehr mit Natrium- 
acetat ausgesalzen werden kann, und pankreasnukleinsaures 
Natrium, das in Lésung bleibt. Die Spaltung vollzieht sich 
schon beim Stehen einer Lésung der Nukleinsiiure in 2 °/, iger 
Natronlauge. Bei 40° war die Spaltung in 24 Stunden beendet. 

Zur quantitativen Ausfiihrung der Hydrolyse werden in 
einem Zentrifugenglase 5,00 g der Substanz in 25 ccm 2°/,iger 
Natronlauge gelést und die Lésung 24 Stunden im Brutschrank 
stehen gelassen. Sodann lést man darin noch 1 g kristalli- 
siertes Natriumacetat auf, macht mit 50°/,iger Essigsiiure 
neutral, wobei dichte Ausflockung des guanylsauren Natriums 
erfolgt, und stellt das Glas zur vélligen Abscheidung des 
guanylsauren Natriums fiir mehrere Stunden in Eis. Alsdann 
zentrifugiert man eiskalt, wascht das guanylsaure Natrium 
mit wenig eiskalter 10°/,iger Natriumacetatlésung nach, ent- 
wissert mit Alkohol und trocknet. Ausbeute an guanylsaurem 
Natrium 1,20 g = 24°/, des angewandten nukleinsauren Na- 
triums (ber. 23,2°/,). 

Zur volligen Reinigung und Identifizierung des guanyl- 
sauren Natriums wird dieses durch Umscheiden aus heifier 
20°/,iger Natriumacetatlésung vollends gereinigt. Es ist mit 
dem guanylsauren Natrium der vorigen Arbeit identisch und 
gelatiniert mit verdiinnter Essigsiure unter Bildung des sauren 
Salzes. 

Die abzentrifugierte Lésung lit auf Zusatz von 4 Vo- 
lumen Alkohol das Natriumsalz der Pankreasnukleinsiiure aus- 
fallen; sie gab die griine Fichtenspanreaktion, ein Zeichen, 
dali auch das Kohlenhydrat mit dem der echten Nukleinsiure 
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sehr nahe verwandt, vielleicht identisch ist, und wurde in 
iiberschiissiger Natronlauge optisch inaktiv. Sie gehért mithin 
zum ‘T'ypus der echten Nukleinsiure. 

Die mitgeteilten Versuche haben also ergeben, da in der 
Tat eine Verbindung der Guanylsiure mit der Pankreasnuklein- 
siiure vorliegt, wobei zunichst die Frage nicht endgiiltig 
entschieden werden kann, ob die Bindung durch Vermittlung 
eines dritten noch unbekannten Kérpers erfolgt, oder nach Art 
der Nukleotidbindungen in der echten Nukleinsiure zu denken 
ist. Im ersteren Falle kénnte dieser dritte Stoff nur ein 
kleines Molekulargewicht haben, in welchem Falle er sich in 
Anbetracht des grofjen Molekiils der gesamten Nukleinsiure 
(ca. 1800) beim priiparativen und analytischen Arbeiten der 
Aufmerksamkeit entziehen kénnte. Die einfachste und vor- 
liufig wahrscheinlichste Annahme ist die, daf} auch die neue 
Nukleinsiure nur aus Nukleotiden besteht. Ich bezeichne 
diesen Kérper als Guanylnukleinsaiure. Man kann Stoffe 
dieser Art als Dinukleinsiuren auffassen, weil sie aus zwei 
selbstiindig vorkommenden Nukleinsiiuren bestehen. Doch ligen 
einer solehen Auffassung lediglich priparative Kigenschaften zu 
Grunde. Im Gegensatze hierzu sei die Struktur der Guany!- 
nukleinsiure von einem allgemeineren Standpunkte aus be- 
trachtet. 

Nach Levene bezeichnet man Komplexe, bestehend aus 
Phosphorsiure, Kohlenhydrat und Base als Nukleotide. 
Guanylsiiure wire danach ein einfaches Nukleotid, die echte 
Nukleinsiiure aber ein Polinukleotid, und zwar ein Tetra- 
nukleotid. Von diesem Gesichtspunkte aus wire die Guanyl- 
nukleinsiiure ein Pentanukleotid, von dem bisher wegen der 
Unvollkommenheit der Methoden nur zwei Bruchstiicke bekannt 
waren, Guanylsiure und Pankreasnukleinsdure sind 
also lediglich Kunstprodukte, entstanden wegen der 
leichten Spaltbarkeit der Guanylnukleinsadure bei den 
bisherigen Darstellungsmethoden. 

Freie, nicht organisch gebundene Guanylsiiure bzw. deren 
Salze habe ich im Pankreasnukleoproteid nicht nachweisen 
kénnen. 
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Es wire nun von grofjem Interesse, nachzupriifen, ob die 
Guanylsiure bei ihrem Vorkommen in andern Organen stets 
mit einer andern Nukleinsiiure gepaart vorkommt; sollte das 
der Fall sein, so wire die Guanylsiure tiberhaupt nicht als 
selbstindige Nukleinsiure aufzufassen, sondern nur als ein 
einfaches, aus einer Nukleinsiure abgespaltenes Nukleotid. 

Bei der Beurteilung’ der Analysenzahlen kommt es nun 
vor allem auch auf das Molekulargewicht des Kérpers an. 
Obgleich die Molekulargréfe des kohlenhydratihnlichen Kérpers 
in der echten Nukleinsiure noch nicht endgiiltig feststeht, 
kann man doch sagen, das das Molekulargewicht des gesamten 
Komplexes der echten Nukleinsaéure sehr nahe bei 13890—1400 
liegt (fiir das Na-Salz). Das Molekulargewicht der freien 
Guanylnukleinsiure bekommt man also durch, Addition der 
Molekulargewichte der Komponenten und Abzug eines Molekiils 
Wasser. Es bleibt aber noch die Frage offen, wieviel durch 
Metall ersetzbare Wasserstoffatome die Siure besitzt. Die 
Anzahl der phosphorsauren Wasserstoffatome in Nukleinsiuren 
ist, wie ich friiher gezeigt habe'), abhiingig von der Bindungs- 
art der einzelnen Nukleotide untereinander. Nun wissen wir 
aber iiber die Art der Bindung der Guanylsiure mit der 
Pankreasnukleinsiure zurzeit noch nichts, mithin kann auch 
die Frage nach der Wertigkeit der Siure noch nicht ent- 
schieden werden. Bei der freien Siure wire diese Frage fiir 
die Analyse zwar unerheblich, indessen ist die Siure in freiem 
Zustande wie die echte Nukleinsiure leicht zersetzlich und 
nicht mit wiinschenswerter Reinheit zu gewinnen; ob sie zu 
Analysenzwecken geeignet ist, sollen spitere Versuche zeigen: 
vorliufig habe ich nur mit Na-Salzen gearbeitet. Das Na-Salz 
der echten Nukleinséiure ist quaternir. Guanylnukleinsaures 
Natrium kann 5 oder 6 Natriumatome enthalten je nach der 
Beteiligung der Phosphorsiuremolekiile an der Bindung der 
Nukleotide. Eine endgiiltige Entscheidung .in dieser Frage 
muf} ich mir vorbehalten. Praktisch kommen diese Unter- 
schiede allerdings kaum in Frage, denn die beiden Salze 


1) Diese Zeitschr. Bd. 101, S. 288 (1918). 
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unterscheiden sich nur um das Atomgewicht des Natriums 
abziiglich des Atomgewichtes des Wasserstoffs, mithin um 22. 




















| Da der gesamte Komplex des guanylnukleinsauren Natriums 

4 aber ein -Molekulargewicht von etwa 1760 hat, so sind die 

'  _Unterschiede in den Analysenzahlen, das eine Mal mit dem 

‘ fiinf-, das andere Mal mit dem sechswertigen Salze berechnet, | 
gu vernachlissigen. Ich rechne vorderhand mit dem finf- t 
_  wertigen Natriumsalz von der MolekulargréBe 1760. Die Be 
i Untersuchungen werden fortgesetzt. | 

i 0,1622 g verloren bei 100° iiber P,O, 0,0294 g Wasser; | Fe 
u 0,1078 g entsprachen 10,2 ccm 1/,,-Siure apnea) 1a 
‘ 0,2488 g . 22,7 com U/,- , 7 ; | 

e 0,0998 g e 12,2 cem »/,-Lauge (Neumann). | 
Berechnet 

a fiir das guanylnukleinsaure Gefunden 

4 Natrium | 

' 

y N 15,95°/, 15,72, 15,62%/, 

i P 8,839, 8,60°/, 

Bs 

‘ 


Die Untersuchungen wurden mit Mitteln aus der ,Grifin 
Bose-Stiftung* ausgefiihrt. 
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Uber einige Versuche, Brom in normalen menschlichen Organen 
nachzuweisen. 
Von 
Dr. Arnold Pillat. 


(Aus dem mediz.-chem, Institut der Prager deutschen Universitit.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15, September 1919.) 


Die hier mitzuteilenden Versuche sind 1914 abgeschlossen 
worden und sollten urspriinglich in mehrfacher Weise nach 
dem Kriege erginzt werden. Aus duBeren Griinden ist dies 
jetzt nicht méglich, weshalb die bisherigen Resultate mitgeteilt 
werden mégen. 

Die Versuche waren als eine Fortsetzung der im Jahre 
1906 von E. Pribram') hier ausgefiihrten Untersuchungen 
unternommen worden. E. Pribram hatte nach einem ver- 
liBlichen, aber nicht empfindlichen Verfahren den Nachweis 
erbracht, dafi irgend gréBere Mengen von Bromverbindungen 
im Gehirn, in der Leber, der Milz und der Schilddriise der 
Menschen normalerweise nicht vorkommen, d. h. daf bei Ver- 
arbeitung von etwa 200 g dieser Organe der méglicherweise 
vorhandene Bromgehalt nur weniger als 0,002 g betragen 
kénnte. 

Nach diesem einwandfrei erscheinenden Ergebnisse wurde 
auf eine Diskussion der kurz darauf erschienenen Arbeit von 
Jakob Justus?*), auf Grund welcher in verschiedenen Organen 
ganz enorm grofje Brommengen sich vorfinden sollen, ver- 
zichtet. 





') Diese Zeitschr. Bd. 49, 8. 457. 
*) Virchows Archiv Bd. 190, 8, 524 (1907). 
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Der Gedanke, dafi Brom ein normaler Bestandteil des 
Organismus sei, hat insofern etwas Bestechendes, als die 
Lebenswichtigkeit der andern Halogene feststeht. Auch daf 
(. Th. Mérner’) Dibromtyrosin, die der Jodgorgosiure analoge 
Bromverbindung, in Anthozoen auffand, bestirkte solche Ver- 
mutungen: es wiire nicht ausgeschlossen, dafi kleinere Mengen 
von Brom, als durch das Pribramsche Verfahren nachweis- 
bar sind, zum normalen Bestande des Organismus gehérten. 


Einen Ansporn zu neuen Untersuchungen gab die Ent- 
deckung empfindlicher und charakteristischer Bromreaktionen. 


J. Guareschi?) fand, daB Schiffs Aldehydreagens (durch 
schweflige Siiure entfiirbtes Fuchsin) ein sehr empfindliches 
und auch bei Gegenwart von Chlor und von Jod verwendbares 
Reagens auf freies Brom darstelle. 


J. A. Labat*) zeigte, da die von Baubigny ange- 
gebene (nach Guareschi‘) zuerst von Swarts mitgeteilte) 
Reaktion der EKosinbildung aus Fluorescein durch Brom eine 
verlifliche Bromreaktion sei, wenn nur der gebildete Farb- 
stoff spektroskopisch gepriift werde, da dem Eosin ein charak- 
teristisches, vom Fluorescein verschiedenes Spektrum zu- 
komme). 

Durch die Untersuchungen dieser beiden Autoren ist der 
Nachweis des Broms wesentlich vereinfacht worden, denn die 
umstiindliche Trennung der Bromide von den Chloriden kann 
nunmehr unterbleiben. 


Ich habe zum Bromnachweis in meinen Versuchen die 
Reaktion von Swarts-Baubigny in der von Labat ange- 
gebenen Weise gewahlt, wiewohl die Reaktion von Guareschi 
nach meinen, mit den Angaben der Autoren iibereinstimmen- 
den Vorversuchen etwa viermal empfindlicher ist als die erstere. 


1) Diese Zeitschr. Bd. 88, 8. 1388 (1913). 

*) Fresenius’ Zeitschr. Bd. 52, 8. 538 und 609 (1913). 

5) Dissertation Bordeaux 1912. 

*) Fresenius’ Zeitschr. Bd. 52, S. 454 (1918). 

*) Vogl, Spektralanalyse (1877) S. 275, Formanek-Grandmougin, 
Untersuchung organ. Farbstoffe auf spektroskop. Wege, I. Teil, S. 133 (1908). 
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Bestimmend fiir diese Wahl war, dali die erstere Reaktion in 
einer Lésung durchfiihrbar ist, wodurch eine kolorimetrische 
Schitzung der Brommenge ermdglicht wird, wahrend die 
Guareschische Reaktion auf einem Reagenspapier sich voll- 
zieht; auch kann mit der Swarts-Baubignyschen Probe 
noch immer die Guareschische Probe ausgefiihrt werden. 


Was die absolute Empfindlichkeit der Swarts-Baubigny- 
schen Reaktion anbelangt, fand ich, daB 0,03 mg Brom in 
10—20 cem Fliissigkeit bei Verwendung einer Schichtdicke 
von 34 mm ein deutliches Spektrum geben, daf 0,02 mg Brom 
noch durch die Kosinfiirbung gegen einen weifien Grund er- 
kennbar sind, jedoch ist das Spektrum kaum mehr wahr- 
zunehmen. 

Es kamen natiirlich nur die Organe von solchen Menschen in Be- 
tracht, welche bei sonstiger Gesundheit eines plétzlichen Todes gestorben 
waren, sodafi irgendwelche medikamentise Behandlung so gut wie aus- 
geschlossen war. Fiir die Uberlassung des Leichenmaterials bin ich Herrn 
Prof. Dr. P. Dittrich, Vorstand des hiesigen deutschen gerichtl.-mediz. 
Instituts, sowie Herrn Assistenten Dr. Marx zu besonderem Danke ver- 
pflichtet. 

Die Ausfiihrung der Analysen gestaltete sich folgender- 
mafien: 


Die Verarbeitung der Organe wurde sofort nach der Sektion 
vorgenommen. Sie wurden entsprechend zerkleinert, mit 10 °/, 
ihres Gewichts an reinem Atzkalk (e marmore, Merck) nach 
Bereskins') Vorschlag verrieben, hierauf 24 Std. auf dem 
Wasserbad getrocknet. Von der Bromfreiheit des Atzkalks 
wie der andern verwendeten Reagentien habe ich mich durch 
Kontrollversuche wohl itiberzeugt. Alle Eindampfungs- und 
Veraschungsoperationen erfolgten in einem Laboratoriumsraum, 
in welchem eine Luftverunreinigung durch Brom oder brom- 
haltigen Staub ausgeschlossen war. 

Die Veraschung der getrockneten Organe wurde in Par- 
tien von 100 g ausgefiihrt, in guten Porzellan- oder Quarz- 
schalen, wobei die Schale mit einer zweiten iiberdeckt war. 





‘) Nencki, opera omnia II §. 481. 
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(‘ber Versuche, Brom in normalen menschl, Organen nachzuweisen. 16] 


Die Hitze wurde nur allmihlich gesteigert, sodaB die Veraschung 
mehrere Tage in Anspruch nahm. 


Nach dem Erkalten wurde die Asche mit Wasser auf- 
genommen und einige Stunden auf dem Wasserbade digeriert, 
hierauf wurde filtriert und gut nachgewaschen. Filtrat und 
Waschwiisser, die immer farblos waren, erreichten ein Volum 
von 5—600 cem. Sie wurden auf dem Wasserbad auf etwa 
100 cem eingeengt, nach Zusatz von 1 g Ferriammoniumsulfat 
wurde das eventuell vorhandene Jod abdestilliert'). Dabei 
wurde die Fliissigkeit noch weiter auf etwa 50 ccm eingeengt. 


Diese Fliissigkeit kam in einen Kolben aus Jenenser Glas 
von etwa 130 ccm Fassungsraum. Der Kolben war durch 
einen eingeschliffenen Glasstépsel, der zwei Réhren nach Art 
der Réhren einer Spritzflasche besa, verschlossen. Das lange, 
zum Boden des Kolbens reichende Rohr wurde mit einer Wasch- 
flasche verbunden, die den Zweck hatte, in den Kolben beim 
Ansaugen nur reine (bromfreie) Luft gelangen zu lassen; ich 
fiillte sie mit einer verdiinnten Lauge. Das kiirzere Rohr trug 
an dem iuferen Ende einen Glasschliff, an welchen das Rohr 
eines etwa 30 cm langen absteigenden Liebigschen Kiihlers 
pafite, der anderseits mit der zur Absorption des Broms be- 
stimmten Vorlage verbunden war. 


Das Brom wurde aus der Fliissigkeit durch Zusatz von 
1 g Kaliumbichromat und 10 ccm 50 °/, iger Schwefelsiiure frei- 
gemacht; wihrend des ganzen Versuchs wurde langsam Luft 
durch den Apparat gesaugt. 


Als Vorlage diente eine gleichfalls mit Glasschliff an- 
geschlossene Waschflasche, in welcher das Destillat in 5 ccm 
Wasser und 0,1 cem einer 0,025 °/, igen Fluoresceinlésung auf- 
gefangen wurde. 


‘) Der Einwand Labats (S. 27 seiner Dissertation), daB bei Pri- 
brams Versuchen durch Erhitzen einer mit Schwefelsdéure angesduerten 
waGrigen verdiinnten Bromwasserstoffsiure sich Bromwasserstoff ver- 
fliichtige, ist nicht stichhaltig, jedoch gelingt die quantitative Entfernung 
des Jods auch auf die obige Weise, weshalb wir auf den Schwefelsdure- 
zusatz verzichtet haben. 
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Das Einleitungsrohr der Waschflasche war auBen gegabelt, 
das freie, nicht mit dem Kiihler verbundene Rohr war mit 
einem Glasstépsel verschlossen. Nach Liiftung dieses Ver- 
schlusses konnten wihrend des Versuchs Reagentien eingefiihrt 
werden. 

Nun wurde der Kolben mit einer kleinen Flamme erhitzt. 
Sobald die ersten Spuren von Brom iibergehen, nimmt die 
Fluoresceinlésung den deutlich erkennbaren, rétlichen Eosinton 
an, die Farbe und das Spektrum des Fluoresceins verschwinden 
immer mehr und mehr, das Eosinspektrum, ein scharfer Ab- 
sorptionsstreifen bei E bis b, wird alsbald deutlich. Sobald 
alles Fluorescein aufgebraucht ist, wird durch das freie Rohr 
in der Waschflasche wiederum 0,1 cem der Fluoresceinlésung 
eingebracht und mit wenig Wasser nachgespiilt. 

Das Erhitzen wurde fortgesetzt, bis etwa ?/, der Fliissig- 
keit tiberdestilliert waren, hierauf wurde noch ?/, Std. weiter 
Luft durchgeleitet. Gegen Ende der Destillation trat manch- 
mal, wohl durch Ubergehen von Saure, eine plétzliche Ent- 
firbung der vorgelegten Fliissigkeit auf, welche sich sofort 
auf Zusatz von 1—2 Tropfen Ammoniak beheben lifit. 


Es wurden folgende Falle untersucht: 


1, 2 Monate altes Madchen. ‘Todesursache unbekannt. Sektions- 
befund: Bronchitis capillaris, Hyperplasie des lymphatischen Ap- 
parates. Das Kind hatte noch keine Medikamente bekommen. 

Verarbeitet wurde die linke Gehirnhemisphire im Gewicht 
von 247 g. Resultat: Keine Spur von Brom nachweisbar. 


bo 


64 Jahre alter Mann. ‘Tod durch Erhingen. Sektionsbefund: 
Eitrige Bronchitis, mifige Atherosklerose. 

Verarbeitet wurde die linke GroShirnhemisphire im Gewicht 
von 376 g. Resultat: Brom nicht nachweisbar. 
5. Harn von einem 22jihrigen Mann, der Masern, Keuchhusten, 
Gelbsucht durchgemacht hat, seit seinem 7, Lebensjahre sicher 
keine Medikamente zu sich genommen hat, sich an friihere Me- 
dikationen nicht erinnern kann. 


Verarbeitet wurde 1 1 Harn von saurer Reaktion, der im 
Laufe von 16 Stunden gewonnen worden war. Der Harn wurde 
in 2 Portionen mit je 10 g des gepriiften Atzkalks versetzt ein- 
gedampft und verascht. Resultat: 0,4 mg Brom, kolorimetrisch 
geschiitzt. 
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4, 18jahriger Mann aus einem Epileptikerheim. Tod durch Er- 
hingen. Sektionsbefund: Status lympathicus, Thymus ziemlich 
groB erhalten, Thyreoidea stark kolloidhaltig, alle Organe ohne 
pathol. Veradnderungen. 

Verarbeitet wurden: 756 g Leber. Resultat: 1,88 mg Brom 
nach der kolorimetrischen Schitzung; 194 g Milz enthielt kolo- 
rimetrisch geschitzt 0,43 mg Brom; 126 g Niere enthielt 0,3 mg 
Brom, kolorimetrisch geschiatzt. 

5. 58 Jahre alter Mann. Tod durch KopfschuB. Bei der Sektion 
erwiesen sich die Organe als normal. 

Verarbeitet wurde die Schilddriise im Gewicht von 19 g. 
Resultat: Brom nicht nachweisbar. 

6. 18 Jahre alte Frau. Tod durch Ertrinken. Die Leiche wurde 
bald geborgen. Sektion: Gravid im 3, Monat, simtliche Organe 
ohne pathol. Verdinderungen. 

Verarbeitet wurden: 46 g Schilddriise, 545 g Gehirn. In 
beiden Organen war kein Brom nachzuweisen. 

Zur Kontrolle wurden 543 g Gehirn mit 0,1 mg Brom (in Form 
von Bromkalium) versetzt und wie oben beschrieben verarbeitet. 
Resultat: Brom deutlich nachweisbar. 


Diese Untersuchungen sprechen wohl dafiir, daf Brom 
kein normaler Bestandteil unseres Organismus ist. 
Es sei ferner. darauf hingewiesen, dafi auch Labat, der 
24 Schilddriisen untersucht hat, in 8 Fallen kein Brom nach- 
weisen konnte. In Anbetracht der Hartnackigkeit, mit wel- 
cher Bromide im Organismus zuriickgehalten werden, wire es 
wohl méglich, dai positive Bromfunde bei normalen Individuen 
mit der Art der Nahrung (vgl. Guareschis Erfahrungen iiber 
das Vorkommen von Brom im Pflanzenreich) zusammenhiangen, 
und es ist nicht auszuschliefen, dafi in dieser Hinsicht ent- 
gegengesetzte Untersuchungsergebnisse in verschiedenen Ge- 
genden zu erhalten wiren. 
~ Auffallend ist aber doch, daf im normalen menschlichen 
Harn Brom nachgewiesen wurde, wenngleich auf diesen einen 
Fall nicht zu viel Gewicht gelegt werden darf. Guareschi 
hat (1. c. 8. 542) bei der Verarbeitung von 240 ccm Harn eines 
Menschen, der ,weder Brom noch Mineralwasser zu sich ge- 
nommen hatte‘, ebenfalls eine, wenn auch schwache, so doch 
eindeutige Reaktion auf Brom erhalten, und mit dem Harn 


eines andern Menschen, der auch weder Bromid noch andere 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CYIII. 12 
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